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ÖZET 

Sıçanlarda Prolaktin ile İnfertilite Arasındaki İlişkinin,  Hipotalamus 
Hücrelerindeki Kiss1, Kiss1 Reseptör, Nörokinin, Nörokinin Reseptör Genleri 

Ekspresyon Düzeylerinin Real Time PCR Yöntemi ile İncelenmesi 
 
Hipofizden salınan ve süt üretiminde rol alan prolaktin hormonu (PRL) 

polipeptit yapıda bir hormondur. Prolaktinmetabolizma ve üremegibi fizyolojik 
olaylarda rol almaktadır.Prolaktinin kan değerinin yükselmesiçeşitli bozukluklara 
yol açmaktadır. Bunlardan en önemlileri amenore/galaktore ve ovulasyonun 
bozulmasıdır. Ovulasyonun bozulması ciddi bir problemdir ve infertilite sorununa 
yol açabilmektedir. Ovulasyon hormon ve nöropeptid adı verilen biyolojik 
maddeler ile kontrol edilmektedir. Ovulasyonun kontrolünde görev aldığı 
düşünülen nöropeptidler arasında Kisspeptin ve Nörokininler de yer almaktadır.  

Kisspeptin’ler hipotalamusun nöronal populasyonlarında ayrı olarak 
eksprese edilen KISS1 geninde şifrelenmiş bir nöropeptit ailesidir.Pubertenin 
zamanlanması ve fertilitede anahtar rol oynamaktadırlar. Bu olaylarda etkili 
olduğu düşünülen diğer bir nöropeptid de Nörokinin B (NKB)’ dir. Yapılan 
nöroanatomik çalışmalarda NKB’nin özellikle hipotalamik nöronlarda 
sentezlendiği gösterilmiştir. NKB’nin KISS1 ile benzer anatomik yerleşime sahip 
olması dolaylı olarak KISS1 sentezinde etkili olabileceği görüşünü öne 
sürmektedir. NKB ve KISS1’ in puberte ve üremede etkili olan hormonlar ile 
etkileşim içinde olabilecekleri düşünülmektedir.  

Prolaktin yüksekliği ile infertilite arasındaki ilişkinin Kisspeptin ve NKB 
ekspresyonu ile bağlantılı olduğunu düşünmekteyiz. Bu yüzden çalışmamızda,ilgili 
genlerin insan ilesıçan arasında yüksek homoloji göstermesi nedeniyle, sıçanların 
kan prolaktin değerlerini yükselterek; Kiss1, Kiss1 Reseptör, Nörokinin, 
Nörokinin Reseptör genlerinin ekspresyon düzeyleri ile infertilite arasındaki 
ilişkiyi inceledik.   

Elde ettiğimiz verilerde prolaktini yüksek deneklerimizde Kiss1, Kiss1 
Reseptör ve Nörokinin genlerine ait ekspresyon değerlerinin kontrol grubuna göre 
anlamlı derecede azaldığı görüldü (p<0,001). 

Sonuç olarak; sıçan hayvan modeli ile yaptığımız çalışmada, prolaktin 
yüksekliğinin üreme üzerine olan olumsuz etkilerine nöropeptitlerin aracılık 
edebileceği veçalışmamızın prolaktin yüksekliğinin yol açtığı infertilite 
problemlerinin çözümüne bir ışık tutacağına inanmaktayız.  
 
Anahtar Kelimeler: İnfertilite, Kisspeptin, Nörokinin, Prolaktin, Üreme. 
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ABSTRACT 

Study of The Relationship Between Prolactin and Infertility by Measuring the 
expression Levels of Kiss1, 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.It has been considered that kisspeptin 
and neurokinins amoung neuropeptides are involved in control of the ovulation.  

Kisspeptins, codded by Kiss1 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 Kiss1, Kiss1 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 Kiss1, Kiss1 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. 
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1. GİRİŞ 

İnfertilite, Dünya Sağlık Örgütü(WHO)  tarafından ciddi bir evrensel problem 

olarak tanımlanmıştır. Her yedi çiftten biri infertilite ya da subfertilite şikayetlerine 

sahiptir (1).  İnfertiliteye neden olan kusurlardan biri de reprodüktif sistemin 

düzenlenmesinde rol alan hormonların salınımında oluşan kusurlardır. 

Hiperprolaktinemi de bu kusurlar arasında bulunmaktadır. Hiperprolaktinemi her iki 

cinsiyette görülmesine rağmen kadınlarda daha sık rastlanmaktadır. Prevelansı yetişkin 

populasyonda %0.4 iken, reprodüktif bozukluğu olan kadınlarda %9-17 gibi yüksek 

düzeyde olabilmektedir (2). Bu değerler prolaktinin infertilite üzerine olan etkisini 

göstermektedir. Prolaktin hipotalamusun inhibe edici etkisi altında çalışan tek 

hormondur (3). Prolaktin seviyesinin yükselmesine paralel olarak hipogonadizimin 

ortaya çıktığı ve yüksek prolaktin düzeylerinin normal seviyeye çekilmesiyle birlikte 

hipogonadizimin gerilediği ispat edilmiştir (3). Hiperprolaktinemi durumunda gonadal 

disfonksiyon olduğu bilinmektedir ve anovulatuvar siklusta Lüteinize Edici Hormon 

(LH) piki oluşamamakta veya progesteron fazı engellendiği için ovulasyon 

engellenmektedir. Kisspeptinlerin, Gonadotropin Serbestleştirici Hormon (GnRH) 

bağımlı LH ve Folikül Sitimüle Edici Hormon (FSH) salınımına neden oldukları G 

protein kenetli reseptör 54 (GPR54) mutasyonlu fare ve sıçanlarda gösterilmiştir ve 

periferik yolla verilen metastinin (Kisspeptin) hem dişi hem erkek sıçanlarda gonatropin 

düzeylerini arttırdığı, prepubertal dişilerde ovulasyona neden olduğu bildirilmiştir (4,5). 

Kispeptinler, RF amid ilişkili proteinler ailesinin (RFPP) üyeleridir ve GnRH 

nöroendokrin sisteminin önemli düzenleyicileridir (6). 1 nolu kromozomun q32 

bölgesinde yer alan ve Kiss1 olarak adlandırılan gen tarafından transkribe edilen ve 145 

amino asitlik öncül bir proteinden türeyerek GPR54 reseptörleri üzerine etki eden 

nöropeptidlerdir (7,8). GnRH salınımının geribeslemeli kontrolünde primer mediatör 

olarak Kisspeptin nöronları rol alır (9-11). Kisspeptinlerin temel üreme fonksiyonlarını 

etkilediğini destekleyen kanıtlar Kiss1 veya Gpr54 gen fonksiyonu inaktive edilmiş 

farelerde ve bu genlerin fonksiyonunu yitirmiş insanlarda yapılan çalışmalarla 

gösterilmiştir, dolayısıyla bu tip çalışmalar kisspeptinlerin memelilerin Hipotalamik-

Pitiüter-Gonad (HPG) ekseninin kontrolündeki rolünün daha da kuvvetli bir şekilde 

ortaya konmasını sağlamıştır (12,13). Hipotalamusta GnRH salınımı ile ilişkili olduğu 
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belirlenen bir diğer protein ise Neurokinin B’ dir. Bu sinyal peptidi taşikinin ailesinin 

bir üyesi olup omurgalı ve omurgasızlarda hücre içi sinyalizasyonda görev alır. İnsanda 

en iyi bilinen taşikininler substance P (SP), nörokinin A (NKA) ve nörokinin B’dir 

(NKB) ve bunların hepsi yaygın olarak merkezi sinir sisteminde sentezlenirler. Substans 

P ve NKA’nın genelde nosisepsiyonda fonksiyonel olduğu düşünülürken insan üreme 

ekseninde rol oynadığı belirlenen NKB ve reseptörü NK3R’yi kodlayan sırasıyla 

Taşikinin 3ve Taşikinin 3 reseptörü (TAC3 ve TACR3) genleri insan ve kemirgenlerin 

(fare homoloğu TAC2 ve TACR2) merkezi sinir sisteminde yaygın olarak eksprese 

edildiği gibi böbrek, iskelet kası, akciğer ve diğer dokularda da sentezlenebilmektedir. 

Arkuat nükleusda NKB ve KISS1 ekspresyonunun aynı hücrelerde rastlanması bunların 

yakın ilişki içinde olabileceklerini göstermektedir. Nitekim fareler üzerinde yapılan 

çalışmalarda NKB agonistinin KISS1 ekspresyonunu arttırdığı ve dolayısıyla GnRH ve 

akabinde LH salınımını etkilediği gösterilmiştir (9,14). Kisspeptin ve NKB kendi 

aralarında ilişkili olabileceği gibi canlı sisteminde özellikle hipotalamusta GnRH 

salınımı üzerine etkisi olan diğer hormonlarla da ilişkili olabilecekleri belirtilmiştir ki 

bunlardan biri de Prolaktin hormonudur. Hiperprolaktinemi GnRH salınımı üzerine olan 

inhibisyon nedeniyle ovulasyonu engelleyerek fertilizasyonu önlemektedir. 

Hiperprolaktinemili sıçanlara yapılan kisspeptin uygulaması ile prolaktinin GnRH 

üzerine olan inhibisyon etkisinin ortadan kaldırılması amaçlanmıştır ve kisspeptinin 

GnRH üzerine olan pozitif etkisi ile anovulasyon geri döndürülmüştür (15). Tüm bu 

literatür bilgileri ışığı altında biz bu çalışmamızda yukarıda anlatılan prolaktin, GnRH, 

Kisspeptin ve Nörokininler arasındaki ilişkiyi ilgili reseptörleri ve genlerine ait 

ekspresyon düzeylerini inceleyerek açıklamaya çalışacağız. Böylelikle hala tam olarak 

aydınlatılamamış olan fertilizasyon genetiği için literatür kaynağı oluşturulacak hem de 

hala ciddi bir sağlık problemi olan infertilite tedavisinde yeni yöntemler geliştirilmesi 

için önemli bir adım olacaktır. 
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2. GENEL BİLGİ 

2.1. Kadınlarda Üreme Fizyolojisi 
Kadınlarda üreme siklik bir döngü ile aylık periyotlarşeklinde ovulasyanla 

sağlanır. Buperiyotlar menstüral siklus olarak tanımlanır. Menstüral siklusHPG aksı 

etkileşimi ile endometriyum değişikliklerinin görüldüğü kompleks bir olaydır 

(17,18).Bu kompleks döngünün kontrolünde görev alan HPG aksının en önemli 

parçalarından biri olan hipofiz bezi adeno ve nörohipofiz olmak üzere ikiye ayrılır. LH, 

FSH veprolaktin gibi üreme fizyolojisinde rol alan hormonlar,hipofiz bezinin 

adenohipofizolarak tanımlanan ön bölümünden salınır. LH ve FSH adenohipofizin 

gonadotrop hücrelerinden salınırken, prolaktin laktotrop hücrelerinden salınır. 

Hipotalamus hipofiz tarafından salınan bu hormonların kontrolünün yapıldığı bölgedir. 

LH ve FSH salınımı hipotalamus tarafından salınan GnRH tarafından kontrol edilir. 

GnRH, esas olarak arkuat nükleusta üretilir.GnRH kan dolaşımı ile önhipofize ulaşarak 

gonadotrop hücrelerinde depolanmış FSH ve LH’ ın salınımını uyarır (şekil 1).Böylece 

dolaşımdaki FSH ve LH miktarı artmış olur (17). 

 

 

 
Şekil 1. Hipofiz hipotalamus dolaşım sistemi (17) 
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HPG aksı ile kan değerleri düzenlenen hormonlar ovulatuvar döngünün 

oluşmasını sağlar. Normal bir ovulatuar döngü foliküler ve luteal faz olmak üzere 2’ ye 

ayrılır (şekil 2). Foliküler faz menstürasyonun başlamasıyla başlar ve LH’nın ovulasyon 

öncesi artmasıyla sona erer. Luteal faz ise ovulasyon öncesi LH yükselmesi ile başlayıp 

menstrüasyonun 1.günü sona erer (17). 

 

 

 
Şekil 2. Menstüral siklusun hormonal kontrolü (18) 

 

Primer oosit doğumda tek katlı granüloza hücreleri ile çevrilidirve bu yapı 

primordiyal folikül olarak adlandırılır. Puberte ile birlikte granüloza hücre tabakası 
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kalınlaşır, hücreler; östrojen, progesteron, inhibin, oosit-maturasyonu inhibe edici 

faktör, besin, kimyasal haberciler salgılar. Büyüyen bu folikül veziküler folikül adını 

alır ve overin dışına doğru çıkıntı oluşturur.Vezikülde bulunan östrojen lokal olarak 

hem kendi hem de FSH reseptörduyarlılığını arttırır. FSH ve östrojen granüloza 

hücrelerini LH’ ya duyarlı hale getirir. Folikül sıvısındabulunan östrojen önce negatif 

geri bildirim ile GnRH, FSH ve LH’ yı baskılar.Dominant folikülde aşırı artan östrojen 

ve progesteronun etkisi ile HPG üzerine pozitif geri bildirim ile LH ve FSH ovulasyon 

öncesi pik yapar (şekil 3)(18). 

 

 
Şekil 3. Normal menstrüel siklus sırasında hormon seviyeleri (17) 

 
 

Ovulasyondan sonra LH etkisi ile granuloza hücreleri luteinizasyona uğrar.Bu 

hücreler çevrelerinde bulunan teka hücreleri, kılcal damarlar ile korpus luteum denen 

yapıyı oluştururlar (19).Korpus luteumçok miktarda progesteron ve bir miktarestradiol 
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üretir.Yaklaşık 9-10 gün ömrü olan korpus luteum fertilizasyon olmadığı takdirde 

gerilemeye başlar.Bir önceki döngünün korpus luteumundan dolayı estradiol ve 

progesteron seviyeleri azalır ve negatif bir geri besleme mekanizması ile FSHartar.FSH 

foliküler büyümeyi ve estradiol sekresyonunu uyarır.Estradiol seviyeleri foliküler fazın 

sonlarına doğru yükselir ve depolanmış LH salınımını uyarır.LH ovulasyonu 

sağlar.Luteal fazda östradiol ve progesteronun artması LH ve FSH’ı baskılar. Bu baskı 

korpus luteumun gerilemesine kadar devam eder. Döllenmenin gerçekleşmesi halinde 

gebelik süreci başlarken, döllenmenin olmaması korpus lutemun gerilemesiyle 

sonuçlanır (17,19). 

 

2.2. Dişi Sıçanlarda Üreme Fizyolojisi 
Poliöstrik hayvanlar olan sıçanlar pubertenin başlamasıyla birlikte yıl boyu süren 

siklik aktivite gösterirler. Sıçanlarda üreme mevsimsel faktörlerden bağımsızdır (20). 

Sıçanlarda da insanlarda olduğu gibi siklik bir döngü görülmekte ve döllenme yılın her 

tarihinde gerçekleşebilmektedir.Sıçanlarda uterus bikornal yapıya sahiptir. Ovaryumlar 

iki adet ve foliküler tarzda olup yumurta kanalı aracılığı ile uterusun korn kısımlarına 

bağlanır (şekil 4) (21). 

 

 
Şekil 4.Dişi sıçanlarda ürogenital sistem anatomisi (22) 
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Yavru sıçanlarda doğumdan hemen sonra hipotalamik Lüteinize edici hormon 

salıverici hormon (LHRH) salınımı ve GnRH ekspresyonu artmaktadır (23). Plazma 

FSH seviyeleri ise doğumu takip eden birkaç gün içinde artmaya başlamaktadır. LHRH 

salınımındaki sıklığın artması plazma FSH seviyesinde azalmaya yol açmaktadır (24).  

LH salınımının aktivasyonu ile puberte başlamaktadır (25). Pubertenin başlaması 

biyolojik yaştan daha çok vücutta belirli bir boy ve kiloya ulaşma ile olmaktadır (22). 

Bununla birlikte vajinal açıklığın görülmesi pubertajı işaret eder. Dişi ratlarda vajinal 

açıklık 33-42. gün görülmektedir (22). Pubertenin başlamasıyla cinsel olgunluğa 

ulaşmış sıçanlarda üreme siklusu dört dönemde gerçekleşir; proöstrus, östrus, metöstrus 

ve diöstrus bu dönemlere verilen isimlerdir. Bu döngünün tamamı ortalama 4-5 gün 

sürmektedir (şekil 5) (20,26).  

Proöstrus: bu dönemde vajinal sürüntü incelendiğinde düzgün sınırları olan 

yuvarlak nükleuslu tek veya grup şeklinde görülen epitelyum hücreleri görülür. 

Ortalama 12 saat sürer ve bu dönemin sonunda çoğunlukla çiftleşme için erkek kabul 

edilmeye başlar (20,27).  

Östrus: bu dönemde vajinal sürüntü incelendiğinde şekilsiz, köşeli, nükleusları 

küçülmüş veya tamamen yok olmuş (kornifiye hücre) çok sayıda büyük hücreler 

görülür. Bu evre ortalama 9-15 saat sürer ve çoğunlukla çiftleşme bu dönemde 

gerçekleşir (28).  

Metöstrus dönemi; ovulasyondan sonra görülür, ortalama 21 saat sürer ve 

çiftleşme gerçekleşmez. Aynı oranda lökosit, kornifiye ve çekirdekli epitel hücreler ile 

karakterizedir (28). 

 Diöstrus dönemi:  üreme siklusunun en uzun dönemidir ortalama 57 saat 

sürmektedir. Lökosit ve nükleuslu birkaç epitelhücre ile karakterizedir (28).  
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Şekil 5. Dişi sıçanlarda östrus siklusu (30) 

 

 

2.3. İnfertilite 
İnfertilite, herhangi bir korunma yöntemi kullanmaksızın aynı partnerle, düzenli 

vajinal seksuel ilişkiye rağmen en az 12 ay boyunca gebelik elde edilememesi durumu 

olarak tanımlanmaktadır (31). Canlılığın temel prensiplerinden olan üreme 

gerçekleştirilemediği takdirde çiftler arasında önemli psikolojik sorunlar 

görülebilmektedir. Özellikle tanının konamaması veya tedavisi olmayan klinik 

problemlerin olması çiftler üzerinde sarsıcı hasarlarla sonuçlanabilmektedir (32). 

İnfertilite primer ve sekonder infertilite olarak ikiye ayrılır. Daha önce gebelik 

öyküsü olmamışsa primer, en az bir kere gebelik öyküsü varsa sekonder infertilite 

olarak tanımlanır (33). 

İnfertilite modern çağın hastalığı olma yolunda hızla ilerlemektedir. Amerika 

Birleşik Devletleri’ nde yapılan bir çalışmada 15 ile 49 yaşları arasındaki kadınlarda 
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çocuk sahibi olmak için klinisyene başvuran kadın sayısı 1980 yılında %9, 1995’ de 

yaklaşık %15, 2010 yılında ise %12 olarak bildirilmiştir (34,35). Ülkemizde 2008 

yılında yapılan bir tarama çalışmasında bu oran %12,2 olarak belirlenmiştir (36). 

Bir kadının gebe kalma ihtimali ile farklı toplumların gebe oranları ayrı başlıklar 

altında incelenmektedir. Bir populasyonda belli bir zaman aralığında gebe kadın oranı 

‘Fekundabilite’ olarak tanımlanır. Bir kadının tek menstrüel siklusta canlı doğum elde 

etme kabiliyetine ise ‘Fekundite’ denir (37). Yaşın ilerlemesi ve gebeliğin 

gerçekleşmediği siklus sayısının artması fekundabilite oranını azaltır (38,39). Fekundite 

kabiliyetini ve fekundabilite oranını etkileyen patolojik nedenler olabilmektedir. Gebe 

kalmayı önleyen patolojik faktörler infertilite nedeni olarak tanımlanmaktadır. 

İnfertilitenin en sık sebepleri; ovulatuar bozukluk, tubal, servikal ve uterin 

faktörler, erkek infertilitesi ve nedeni açıklanamayan infertilitedir. Uterin patolojileri bu 

sebepler arasında en seyrek görülendir. Yaşla birlikte her bir faktörün görülme sıklığıda 

değişmektedir. Örneğin; genç kadınlarda ovulasyon bozukluklarına daha sık 

rastlanırken, tubal ve servikal faktörler genç ve yaşlılarda eşit sıklıkta görülmektedir. 

Erkek faktörü ve açıklanamayan infertilite ise yaşlı çiftlerde daha sık görülmektedir. 

İnfertilite tedavisine başlamadan önce çiftlere 12 ay boyunca düzenli cinsel birleşme 

tavsiye edilir. Ancak 35 yaş üstü, oligo/amenorik, uterin, tubal hastalığı ya da 

endometriozisi olan, abdominal ve pelvik cerrahi geçiren kadınlarda bu süre 

beklenmeden tedaviye başlanmalıdır (40). 

 

2.4. Prolaktin, Hiperprolaktinemi ve İnfertilite ile İlişkisi 
 PRL hipofiz ön lobundan salınır ve salınımının kontrolü hipotalamusun inhibe 

edici etkisi altındadır (41). PRL ilk defa yalancı gebelik oluşturulan tavşanlarda süt 

üretimini tetikleyen hormon olarak bulunmuştur (42). İnsanda hipotalamus hipofiz 

çalışmalarının artmasıHPG aksında rol alan hormonların keşfini kolaylaştırmıştır. Bu 

çalışmalar sayesinde PRL insanda ilk defa 1971 yılında ortaya çıkarılmıştır (43). 

İlerleyen zamanlarda çeşitli biyokimyasal yöntemler ile PRL’nin kan değeri tespit edilir 

hale gelmiştir. Bu gelişmeyle birlikte prolaktinin düşük, yüksek ve normal kan değerleri 

ile ilgili birçok çalışma yapılmıştır (42-44). 1977 yılında Shome ve Parlow isimli 

arastırmacılar prolaktinin yapısı konusunda detaylı bir araştırma yapmışlardır. Bu 

çalışmanın sonunda PRL’nin 198 amino asitten oluşan 23.500 dalton ağılığında bir 
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hormon olduğunu göstermişlerdir (44). Dört büyük α-heliksten oluşan üç boyutlu yapısı 

bulunmaktadır (45). PRL geni 6p22.3kromozom bölgesindelokalizedir. 5p13.2 

kromozom bölgesinde kodlanan PRL (PRL-R) reseptörü transmembran proteindir ve 

sitokin reseptör ailesine aittir (46,47). Sıçanlarda ise PRL geni 17p12 kromozom 

bölgesinde kodlanmışken, PRL-R geni 2q16 kromozom bölgesindeyer almaktadır(48). 

PRL salınımının önemli düzenleyicileri hipotalamusta oluşan prolaktin inhibe 

edici faktör (PİF) ve dopamindir. Dopamin, laktotrop hücrelerdeki dopamin 

reseptörlerine bağlanarak hücre içine geçer ve granüler lizozomal aktiviteyi arttırır, 

böylece prolaktin yıkımını arttırarak kan prolaktin düzeyini düşürür. Tiroit düzenleyici 

hormon (TRH) doza bağımlı bir mekanizma ile prolaktin salınımını arttırcı etki 

yapmaktadır. Bu fonksiyonu nedeniyle prolaktin salgılatıcı faktör (PRF) olarak rol 

oynadığı düşünülmektedir (49,50). Prolaktin salınımının pozitif etkileyicisi olan TRH 

dışında serotonin, vasopressin, vazoaktif intestinal peptit, oksitosin, prostoglandinler, 

kolesistokinin, opiatlar, östrojenler, histamin ve noradrenalin gibi maddelerin de 

prolaktin salınımını uyarıcı etkisi bulunmaktadır (49). Prolaktin ve östrojen 

arasındakompleks bir ilişki vardır. Östrojenler laktotrop hücrelerin dopamin 

hassasiyetlerini azaltarak ve TRH reseptör sayısını arttırarak prolaktin salınımını 

indüklerler. Diğer etki yolu ise; laktotropları doğrudan etkileyerek prolaktin gen 

transkripsiyon ve ekspresyonunu, mitotik aktivite ile DNA sentezini etkileyerek 

prolaktin seviyelerini yükseltmektedir (51,52). Fiziksel stimülasyon ile de salınım 

artabilmektedir. Emzirme sırasında meme başının ve koitus sırasında serviksin 

uyarılması nöroendokrin refleks yanıtına neden olarak PRL salınımını indüklerler. 

Hipotalamusun preoptik bölgesinin nöroendokrin refleks yanıtında rol aldığı 

düşünülmektedir. Serum prolaktin seviyesi, beslenme, koku, stres ve ışık gibi çeşitli 

fizyolojik değişkenlerden etkilenmektedir. PRL psikolojik stres faktörlerinden daha çok 

fizyolojik stres faktörlerine yanıt vermektedir (53). 

PRL üreme çağındaki kadınlarda puberte yıllarında meme gelişiminde, gebelik 

sırasında amniyon sıvısının ozmoregülasyonu ve fetüs akciğerinde sürfaktanların 

gelişmesinde, memenin büyümesinde,doğumla birlikte laktasyonun sağlanmasında 

etkilidir (42). Fonksiyonu nedeniyle PRL’nin salındığı hücreler laktotrop hücreler 

olarak adlandırılmıştır. Yapılan son çalışmalar PRL salınımı ile dopaminerjik sistem 

arasında bir ilişki olduğunu göstermekle birlikte mekanizması tam olarak 
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aydınlatılamamıştır. Dopaminin prolaktin sentezini azalttığı görülmüştür. Yapılan bir 

çalışmada prolaktinin inhibe ettiği görülen Prolaktin İnhibe Edici Faktörü (PIF) izole 

ederek yapısı incelemiş ve Dopamin ve Nöradrenalin yapılı olduğu bildirilmiştir (54). 

Tavşanlarda yapılan farklı bir çalışmada doğrudan dopamin uygulandığında deneklerde 

PRL düzeylerinin azaldığı görülmüştür. Benzer çalışmalarda dopaminin hipofiz üzerine 

baskılayıcı etki ettiğive dopamin reseptörlerinin bloke edilmesiyle bu baskılayıcı etkinin 

ortadan kalktığı gösterilmiştir (41,54). TRH hipotalamik dopamin salınımını azaltarak 

PRL salınımını uyarır (55).Fizyolojik nedenler, patolojik sebepler veya bazı hastalıklar 

prolaktin düzeyinde artışa neden olarak prolaktin artışıyla sonuçlanmaktadır.  

Prolaktinin dopamin ile düzünlenmesi konusunda yapılan deneysel çalışmalarda 

doğrudan dopamin blokajına neden olanmetaklopramid gibimaddeler ile dopaminin 

PRL üzerinde oluşturduğu baskılayıcı etki ortadan kaldırılarmış vekan PRL düzeyi 

yükseltilmiştir.(16,54). 

 Yapılan birçok çalışma prolaktinin reprodüktif fonksiyon üzerine önemli etkisi 

olduğunu göstermiştir. Bu çalışmalarda prolaktinin sentezinin olmadığı knockout deney 

hayvanları kullanılmıştır. Bir çalışmada transgenik dişi farelerin (PRL 

sentezleyemeyen) tamamının infertil olduğu gösterilmiştir. Tekrarlanan erkek fareler ile 

çiftleşme döngülerinde üreme olmadığı ve aynı zamanda östrus siklusunda bozulma 

meydana geldiği görülmüştür. Tüm bu çalışmalar prolaktinin üremede önemli rolü 

olduğunu göstermiştir (56). 

Klinik olarak hiperprolaktinemi, plazma prolaktin seviyesinin erkeklerde 18 

ng/mL ve kadınlarda 30 ng/mL üzerinde olmasıdır (57). Günümüzde hiperprolaktinemi, 

klinikçiler tarafından sadece PRL ile ilişkili patolojiler açısından ilgilenilmektedir, bu 

da PRL hakkındaki bilgilerimizin eksik olmasına yol açmaktadır. Patolojik 

hiperprolaktinemi PRL seviyesinin normal aralığın üzerinde olması durumu olarak 

tanımlanır. Normal populasyonda görülme oranı %0,4 iken, infertilite şikayeti olan 

kadınlarda bu oran %17’ ye çıkmaktadır (2,58).Gebelik ve laktasyon durumlarında da 

bu seviye artabilir fakat bu durum fizyolojiktir. Patolojik hiperprolaktineminin esas 

nedeni hipofiz bezindeki laktotrop hücrelerde tumör oluşumudur ve bu artmış hücre 

sayısı yükselen PRL’nin kaynağını oluşturur. Patolojik hiperprolaktinemi kadınlarda 

amenore ve galaktoreye, erkeklerde impotansa ve her iki cinste de libido kaybına ve 

infertiliteye yol açar(59). Hiperprolaktineminin diğer bir etkisi gonadal 
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disfonksiyondur. Yapılan bir çalışmada Hiperprolaktinemili hastalarda sekonder 

amenorenin %20-30 civarında olduğu bildirilmiştir (41, 60). Artmış PRL GnRH 

üzerinde üzerinde negatif etki oluşturarak LH ve FSH salınımını azaltır ve ovulasyonu 

bozar (şekil 6). Özellikle LH pikinin oluşamaması anovulatuvar siklusa neden 

olmaktadır (61). 

 

 
Şekil 6. Prolaktin salınımının kontrolü (62) 

 

 

Hiperprolaktinemi hastalarının %85-90’ nı sentetik dopamin analogları ile tedavi 

edilerek artmış PRL hormonunun etkileri azaltılmaktadır (59). Hipofiz tümörünün 

cerrahi müdahale ile boyutunun küçültülmesiyle kandaki PRL seviyesi normalize edilir 

ve hiperprolaktineminin sistemik etkileri ortadan kaldırılır.Antipsikotik tedavilerin de 

hiperprolaktinemiyi düzelttiği bilinmektedir (63). Yüksek PRL’nin dopamin agonistleri 
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kullanılarak düşürülmesiyle LH üzerinde oluşan baskının kalktığı ve birkaç ay içinde 

siklusun normalleştiği bildirilmiştir (64).  

 
2.5. Kisspeptin 
Kisspeptinler isimlerini iki farklı kaynaktan almışlardır. KiSS sözcüğündeki “ss” 

takısı baskılayıcı dizi anlamına gelen ‘suppressor sequence’ tan almıştır. Ki ön eki ise; 

gen bölgesi Pensilvanya/ Hershey’de keşfedildiği için bu yörenin meşhur Kiss 

çikolatasına ithafen eklenmiştir (65). KiSS-1 geni kromozom 1 (1q32) bölgesinde 

kodlanmaktadır.Sıçanlarda bu gen 13 (13q13) numaralı kromozomda bulunmaktadır 

(66). SSS de yaygın olarak eksprese olan bu genin sonraki çalışmalarda kalp, beyin, 

karaciğer, akciğer, iskeletkası, böbrek, pankreas ve plasenta da ifade edildiği 

gösterilmiştir (67, 68). Sıçanlarda benzer anatomik dağılım görülmekle birlikte 

hiptalamus ve beyin sapı yoğun bulunan yerlerdir (68).Kiss-1 proteni 145 amino asitlik 

öncü bir protein olarak sentezlenir. Daha sonra çeşitli uzunluklarda farklı ürünlere 

dönüşür (69). KiSS1 geni ürünlerinin meme kanseri ve melanoma gibi kanserlerde 

metastaz baskılayıcı özellik göstermesi nedeniyle 54 amino asitlik gen ürününe 

“metastin” (kisspeptin54) ismi verilmiştir. Yapılan çalışmalar bu geninin tek ürünü 

olmadığı tespit edilmiş ve bu ailenin hepsi “kisspeptinler” (kisspeptin-14, kisspeptin-13 

ve kisspeptin-10 ) olarak adlandırılmıştır (67, 70). 

 

 

 
Şekil 7. Kisspeptin geni ve ürünleri: kisspeptin-54, kisspeptin-14, kisspeptin-13, kisspeptin-10.(71) 
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KiSS1 geni tarafındankodlanan prepro-kisspeptin 145 aminoasitten oluşup 19 

aminoasit sinyal-peptidi vemerkez 54 aminoasit mevcuttur (74). Protein 65-68. 

pozisyonda ve 121-124. amino asitler arasındaki noktadan kesilmesi sonucunda yeni 

oluşanproteinin C-terminal ucu amidleştirilir. Amidleştirilmiş olan bu kısım 

GPR54reseptörüne bağlanmadan sorumludur (67,69,72,73). 
GPR54 reseptörü, G proteini kenetli reseptörler (GPRC)ailesinin bir üyesidir. 

Çoğunlukla santral sinir sisteminde (SSS) bulunmakla birlikte periferik dokularda da 

gösterilmiştir.GPR54 reseptörünü kodlayan gen 1999 yılındakeşfedilmiştir (67,68).  

GPR54 reseptörünün plasenta, hipofiz,pankreas ve medulla spinaliste yüksek 

oranlarda ekspreseedildiğinin keşfiyle birlikte bu reseptörün özellikle endokrin 

fonksiyonları olup olmadığı konusunda çalışmalar yapılmaya başlamıştır (68). 

KİSS1 gen proteinlerinin tutunduğu GPR54 reseptörü günümüzde çoğunlukla 

KISS1R (kisspeptin reseptörü) olarak kullanılmaktadır (75). 

Kisspeptinlerin GPR54reseptörü ile olan fizyolojik ilişkileri “kisspeptin-GPR54” 

sistemi olarak adlandırılmaktave puberte başlangıcı ile üreme üzerineönemli roller 

üstlendikleri düşünülmektedir (76,77).Kisspeptinler C-terminal ucunda yer alan amino 

asit dizisi ile ilgili reseptöre bağlanarak fosfolipaz-C aktivasyonuyapar ve inozitol 1,4,5 

trisfosfat artışı meydana getirir, bu artışkalsiyumun artışını tetikler ve ekstrasellüler 

sinyal ile düzenlenenkinaz (ERK) ile p38 mitojen ile aktive edilen proteinkinaz (p38 

MAPK) yollarının aktivasyonu sağlanır (78). KISS1 reseptörünün tam anlaşılması 

amacıyla fonksiyonkaybına yol açan mutasyonların kullanıldığı çeşitli çalışmalar 

yapılmıştır, buçalışmalarda mutasyonunpubertal gelişim ve üreme aktivitelerinde kayıp 

ilebirlikte hipogonadotropik hipogonadizme neden olduğu gösterilmiştir (72,79-81). 

Sonuç olarak bu reseptörün puberte ve üremede normalGnRH aktivitesi için gerekli 

olduğu sonucuna ulaşılmıştır.KISS1Rmutasyonları sonucunda seksüel gelişim, üreme 

vefertiliteyi etkileyen tüm farklı fenotipik gelişim bozuklukları,KISS1-KISS1R 

sisteminin GnRH nöronlarınınaktif olduğu, fetal gelişim, neonatal yaşam,puberte ve 

erişkinlikte de gerekli olduğunu düşündürmektedir (82). Kisspeptinlerin mevsimsel 

üreme döngülerinde de rol aldıkları yapılan hayvan çalışmaları ile gösterimiştir. 

Farelerde ışık süresi ve pubertenin başlama zamanı arasındaki ilişkinin değerlendirildiği 

bir çalışmada ışık miktarı ve süresi ile Kiss1 mRNA ekspresyonu karşılaştırılmıştır. 

Çalışmada, ışık miktarının azalmasıyla Kiss1 ekspresyonunun da azaldığı gösterilmiştir. 
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Aynı araştırmacılar pineal bezin çıkarılmasıyla kisspeptin üzerinde oluşan baskılayıcı 

etkinin ortadan kalktığını göstermiştir. Bu çalışma ile Kisspeptinlerin üremenin 

metabolik kontrolünde melatonin aracılı bir düzenleme ile etkili olabilecekleri görüşü 

ortaya çıkmıştır (75). 

Kisspeptinlerin GnRH nöronları üzerine olan etkileri de araştırılmıştır. Bu 

çalışmalarda kisspeptin ve reseptörünün ekspresyonu ile östrojen, LH ve FSH miktarları 

değerlendirilmiştir (75). 

Ovarian siklusun foliküler fazında artan östrojen seviyelerininovulasyondan 

sorumluolan LH salınımına neden olacak şekildehipotalamustan GnRH salınımını 

arttırdığı bilinmektedir (75). 

Östrojenin GnRH nöronları üzerindeki pozitifgeribildiriminin anteroventral 

periventriküler,median preoptik ve periventriküler preoptik çekirdeklerdebulunan ve 

östrojen alfa reseptörü (Erα) ekspreseeden nöronlar aracılığı ile dolaylı yoldan 

olduğudüşünülmektedir. GnRH nöronları ile ilişkide olan bunöronların kisspeptin de 

dahil olmak üzere glutamat,GABA ve nörotensin salınımında bulundukları 

gösterilmiştir (83). Bulgular artıkça hipotalamik kisspeptinnöron topluluklarının rol 

dağılımlarındaki önemli birnoktanın da östrojen bağımlı GnRH ve LHsalınımlarının 

düzenlenmesi olduğu ortaya çıkmaktadır (84). 

 

2.6. Nörokinin 
NKB taşikinin olarak adlandırılan nöropeptit ailesinin önemli üyelerinden 

biridir. Taşikininler, nörotransmiter/nöromodülatör olarak görev yaparlar ve 

vücudumuzda birçok farklı dokuda etki gösterirler.Nörokininler A ve B olmak üzere 

ikiye ayrılırlar. NKA ve NKB nin keşfi yaklaşık 3 dekat önce yapılmıştır (85). TAC3 

geni insanlarda NKB’yi kodlayan gendir ve12q13.3 bölgesinde bulunmaktadır (86). 

Sıçanlarda ise bu gen7q22 bölgesinde bulunmaktadır (87). PronörokininB olarak 

sentezlenir ve proteolitik bir dizi olaydan sonra NKB halini alır (85). 
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Şekil 8. NK geni ve reseptörleri (88) 

 
 
TAC3 geninin kodlandığı nöronlar insanda infundibular nükleus, anterior 

hypothalamik bölge, septal bölge, amigdala, neokorteks gibi farklı bölgelerde olduğu 

tespit edilmiştir (89,90). NKB ratlarda Tac2 tarafından kodlanır ve bu geni içeren 

nöronlar serebral korteks, hipokampus, amigdala başta olmak üzere beynin birçok 

bölgesinde bulunmaktadır (91). 

NK’lar G protein kenetli reseptörler üzerinden etki gösterirler. NK1R, NK2R ve 

NK3R olmak üzere 3 çeşit taşikinin reseptörü vardır (şekil 8). Bu reseptörlerden 

NKB’ye afinitesi en yüksek olan NK3R’ dir (92,93). NK3R, insandaTACR3 geni ile 

kodlanırken sıçanlarda Tacr3 ile kodlanmaktadır. Bu reseptörün insanlarda santral sinir 

sisteminde, uterusta ve plesentada kodlandığı bildirilmiştir (92, 94,95). 
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Şekil 9. Taşikinin reseptörleri (96) 

 
 

Gonadal steroidlerin kontrolu SSS’ de pozitif ve negatif geri bildirim 

mekanizması ile yapılmaktadır. Bu geri bildirim mekanizmasının merkezinde GnRH 

bulunmaktadır (97). GnRH sentezinden sorumlu nöronlar herhangi bir uyarı olmaksızın 

tek başlarına gonadal steroidlerin sentezine etkide bulunamazlar. Bu durumda seks 

steroidlerinin kontrolü için GnRH ciddi bir önem arz etmektedir. Navaro ve 

arkadaşlarına göre NKB gonadal aksis üzerine olan muhtemel etkisini GnRH 

hormonları üzerinden göstermektedir (şekil 10). Bu görüşü birçok çalışma 

desteklemektedir. TAC3/Tac2 mRNA larının susturulduğu deneklerde östradiol ve 

testesteron değerlerinin düştüğü bildirilmiştir. Bu hormonların düşmesi GnRH 

üzerinden baskıya neden olmaktadır. Sadece NKB yi kodlayan mRNA’ nın değil aynı 

zamanda NK3R yi kodlayan mRNA’ nın da susturulması bu steroidlerin azalmasına yol 

açmıştır (98).NKB ve reseptörünün üreme sistemi üzerine etkileri güncel araştırma 

konusu olma özelliğini korumaktadır. 
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Şekil 10. Nörokinin, Kisspeptin ve gonadotropin ilişkisi (99) 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

Bu çalışmada deney hayvanı kullanmak için gerekli olan izin; Çukurova 

Üniversitesi Tıp Fakültesi-Deneysel Araştırma ve Uygulama Merkezi tarafından 

21.08.2013 tarihindeki 8. oturumun 1 numaralı kararı ile verilmiştir.  

 

3.1. Gruplandırma ve Deneysel Uygulama 
Bu çalışmada 12-16 haftalık, 200-250 gr ağırlığında dişi Wistar Albino cinsi 

sıçanlar kullanıldı. Sıçan sayısı toplam 40 adettir. 10 adet kontrol, 10 adet sadece serum 

fizyolojik (SF) uygulanmış grup,  20 adet metaklopramid (Metpamid, Sifar Türkiye) 

uygulanmış grup olmak üzere 3’e ayrılmıştır. Aşağıdaki tabloda gruplar ve yapılacak 

uygulamalar özet olarak gösterilmektedir. 

 

 
Çizelge 1. Deney hayvanlarının gruplandırılma biçimleri 

 Serum Fizyolojik 

uygulaması 

Metaklopramid 

uygulaması 

Ekspresyon 

değerlendirilmesi 

Gebeliğin takibinin 

yapılması 

Grup 1 - - + - 

Grup 2 + - + - 

Grup 3 - + +/- +/-* 

*Fertilizasyonun olup olmayacağının takibi için erkek sıçanlarla bir araya getirilecek hayvanlar. 

 

 

Grup 3’ e kontrol ve SF uygulanan gruptan farklı olarak 20 adet sıçan dahil 

edilmiştir. Gruplara yapılacak olan deneysel uygulamalar bittikten sonra Grup 3’ ten 

rastgele seçilen 10 sıçan ayrı kafeslere alınarak erkek sıçanlar ile bir araya getirilmiştir. 

Böylece metaklopramid uygulamasından ne kadar süre sonra tekrar gebe kalıp 

kalmayacağı, yapılan uygulamanın geri dönüşlü olup olmayacağı değerlendirilmiştir. 

Sıçanlar standart diyetle beslenip, sınırsız su verilerek ve 12 saat aydınlık, 12 

saat karanlık programı (saat 07:00-19:00 arası aydınlık) uygulanarak bakıldı. Kan 

prolaktin düzeyini yükseltmek amacıyla 3 numaralı gruba günde tek doz 2,2 mg/kg 

metaklopramid 14 gün boyunca intraperitoneal olarak uygulanarak çalışmada 
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amaçlanan kan prolaktin düzeyine ulaşıldı (16).Metaklopramid dopanmin reseptör 

antagonistidir ve dopamin blokajı yaparak kan PRL düzeyini arttırır (16). 

2 numaralı gruba aynı sürede,aynı yolla ve aynı miktarda sadece serum 

fizyolojik uygulandı. İntraperitoneal uygulamanın oluşturabileceği stres faktörü kan 

prolaktin düzeyine ve gen ekspresyonuna etki edebilir, bu uygulama ile oluşabilecek 

stres faktörünün prolaktin düzeyleri ve gen ekspresyonu üzerine etkisinin olup olmadığı 

gözlemlendi. İki haftalık metaklopramid uygulama periyodunun ardından tüm gruplara 

ait sıçanların kan prolaktin düzeyleri; prolaktin ELİSA immunoassay kiti kullanarak 

ölçüldü ve elde edilen değerler karşılaştırıldı. 1 ve 2 numaralı gruplarda yer alan 

sıçanlar ile 3 numaralı gruptan rastgele seçilen 10 sıçan mRNA ekspresyon 

çalışmalarındakulanıldı. 

 

3.2. Hayvansal dokuların elde edilmesi 
Sıçanlar, intramüsküler olarak 75 mg/kg Ketamin (Richter pharma ag, 

Avustralya), 5 mg/kg xylazine (Alfazyne, Hollanda) ile anestezi edildiler. 

Sıçanların parmak kıstırma yanıtları ve fizyolojik yanıtın izlenmesi sonunda 

anestezi altına girdiklerinin anlaşılmasıyla;  

Prolaktin düzeylerini belirlemek için sıçan ventriküllerinden kalp kanı alındı 

(şekil 11). Alınan kan antikoagulanlı tüplere aktarıldı. Santrifüj edilen kanın serum 

kısmı ayrılarak analiz yapılmak üzere -80 ℃ de saklandı. Serumlardaki prolaktin 

düzeyleri elisa kiti (Sunred biologic tec. Co, Çin) kullanılarak ölçüldü.  
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Şekil 11. Sıçandan ventriküler kanın alınması 

 

 

Kan alma işleminin hemen ardından deneklerden hipotalamus dokusu alınmıştır 

(şekil 13). Doku alma işleminde referans olarak bregma talası kullanılmıştır. Bregma 

atlasına göre hipotalamus -4,08mm / - 1,80mm koordinatlarında yer almaktadır (şekil 

12) (100). 
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Şekil 12.Bregma atlasına göre hipotalamik alan (100) 

 

 

 
Şekil 13.Sıçan beyni 
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3.3. RNA İzolasyonu 
RNA izolasyonu için kullanılan Vivantis RNA izolasyon kiti protokolü: 

 

1. 350 μl Buffer TR pellet üzerine eklenerek vortekslenir. 

2. Karışım homojenizasyon kolonuna aktarılır. En yüksek devirde 2 dakika 

santrifüj edilir. Kolon içindeki örnek kullanılır. 

3. Örneğin üzerine 350 μl %80’lik alkol eklenir, pipetaj yapıldıktan sonra RNA 

bağlayıcı kolona aktarılır. 

4. RNA bağlayıcı kolon 10.000 x g’ de 1 dakika santrifüj edilir kolonun alt 

kısmında toplanan pellet atılır. 

5. RNA bağlayıcı kolana 500 μl yıkama tamponu ilave edilir. En yüksek hızda 1 

dakika santrifüj edilir. Kolonun alt kısmında toplanan pellet atılır. 

6. 70 μl DNaz I parçalama karışımı RNA bağlayıcı kolona aktarılır ve oda 

sıcaklığında 15 dakika bekletilir. 

7. RNA bağlayıcı kolona 500 μl inhibitör removal tampon eklenir. En yükek hızda 

1 dakika santrifüj edildikten sonra kolonun alt kısmında toplanan pellet atılır. 

8. RNA bağlayıcı kolana 500 μl yıkama tamponu ilave edilir. 10.000 x g’ de 1 

dakika santrifüj edilir. Kolonun alt kısmında toplanan pellet atılır. Bu işlem 2 

defa tekrarlanır. 

9. Kolon 10.000 x g’ de 1 dakika santrifüj edilir. Kolonun alt kısmında toplanan 

pellet atılır. 

10. Kolon yeni bir mikrosantrifüj tüpüne aktırılarak membranın üzereine 40-60 μl 

RNAaz içermeyen su ilave edilir. 1 dakika bekletildikten sonra 10.000 x g’ de 1 

dakika santrifüj edilir. Mikrosantrifüj tüpünde toplanan RNA -20 ºC veya -80 

ºC’de saklanır. 

 

3.4. cDNA Eldesi 
Applied Biosystems High- Capacity cDNA Reverse Transcription kiti 

kullanılarak RNA’ lardan cDNA elde edildi. Hassasiyetleri yüksek olan Revers 

transkripsiyon (RT) kit RT master mix buz üzerinde hazırlandı (Çizelge 2). 2xRT 

master mixten 10’ar mikro litre PCR tüplerine alındıktan sonra her tüpe pipetaj 
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yapılarak üzerlerine 10 mikro litre RNA ilave edildi. Numaralandırılan PCR tüpleri 

Thermal Cycler cihazına yerleştirilerek Çizelge 3’de gösterilen program uygulandı. 

 

 
Çizelge 2. 2xRT master mix bileşenleri ve miktarları. 

 
 

Çizelge 3.cDNA eldesi için Thermal Cycler’da kullanılan program 

 
 

 

3.5. Real Time RT- PCR 
Real-time reverse-transkriptaz (RT) PCR; başlangıç miktarına göre oluşan, son 

PCR ürününün kuantifikasyonunun özgün, hassas ve diğer metodlara göre daha kolay 

tespit edilebildiği bir yöntemdir. Bu yöntemde; her bir PCR döngüsünde oluşan 

flouresan ışınımı aracılığı ile son ürün miktarı tespit edilebilir (101). Çalışmamızda 

kullanılan genler için tasarlanan FAM boyalı prob içeren TaqMan Gene Expression 

Assay kullanarak Real-time RT- PCR reaksiyonunu gerçekleştirdik. TaqMan Real-time 

PCR aşamasında üç çift primer kullanılır. 1. ve 2. primerler her bir DNA iplikciği 

üzerinden replikasyonu başlatır. 3. prob ise bu primerler arasından bir zincire bağlanır. 

Prob, iki modifiye edilmiş baz içerir; 5’ ucunda bulunan floresan reporter (R) ve 
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3’ucundaki floresan quencher (Q). Replikasyon esnasında 1. primer yönünde uzayan 

DNA iplikciği, probun 5’ucunu zincirden ayırır ve polimerazın eksonükleaz aktivitesi 

floresan reporter molekülünü probdan ayırır. Quencherden ayrılan reporter molekülü 

floresan ışıma yapar. Oluşan floresan ışınımın başlangış miktarına göre oranı, her bir 

PCR döngüsünde ölçülür (101). 

Real Time PCR karışımı Çizelge 4’teki gibi hazırlandı. Hazırlanan PCR karışımı 96’lık 

plate‘e 20’şer mikrolitre aktarıldı. Plate’in üstü şefaf filmle kapatıldı ve üzerine 

koruyucu örtü yerleştirildi. Plate Applied Biyosistem 7500 Real time- PCR cihazına 

yüklendi. Cihazın programı Çizelge 5’teki gibi ayarlandı.  

 

 
Çizelge 4. Real Time RT- PCR reaksiyonunun bileşenleri ve miktarları 
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Çizelge 5. Applied Biosystems 7500 real -time RT-PCR için kullanılan Program 

 
 

 
3.6. Real Time RT- PCR Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

Ekspresyon düzeylerini belirlemek için Threshold Cycle (CT) veya crossing points (Cp) 

değerleri arasındaki farklılıklar ölçülür(102). Eşik-değer döngü (Threshold Cycle = C T) 

değeri bize; üründeki ilk anlamlı artışın olduğu noktayı belirtir. CT; sistem 

başladığından itibaren, üstel oranda ürün oluşması ve logaritmik lineer faza geçiş 

noktasıdır (101). Hedef genlerimizin ekspresyon düzeylerini belirlemek için ΔCp 

yöntemi kullanıldı. Sonuçlar aşağıdaki formül kullanılarak değerlendirildi (103): 

 

ΔCp= Cp hedef gen- Cp referans gen 

ΔΔCp= ΔCp muamele edilen- ΔCp kontrol 
Ratio= 2- ΔΔCp 

 
3.7. İstatistiksel Analiz 
Veriler özetlenirken, değişkenler ortalama ±standart sapma medyan (min-maks) 

değer olarak ifade edilmiştir. Düşük sayıda örneklem ölçümü sebebiyle ve veri setinde 

alt gruplarda standart sapmaların yüksek olması sebebiyle normal dağılım varsayımına 

gerek duyulmayan parametrik olmayan testler kullanılmıştır. Üç veya daha fazla grup 

karşılaştırmasında Kruskal-Wallis Test, daha sonra ikili karşılaştırmalarda veya 

ekspresyon değerleri için direkt 2 grup içeren karşılaştırmalarda Mann-Whitney U testi 

kullanılmıştır. Değişkenlerle ilgili değerlendirmelerde p<0,05 olduğu durumlar 
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istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. Değerlerin gösteriminde kutu grafiği (box-

plot) gibi grafiksel yaklaşımlardan yararlanılmıştır. Verilerin analizinde IBM SPSS ver. 

19 paket programı kullanılmıştır. 
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4. BULGULAR 

Bu tez çalışmasında ilgilenilen parametreler 3 grupta çalışılmıştır. Bu gruplar 

kontrol grubu, SF grubu ve Metaklopramid grubudur. İlk iki grupta 10 denek,3. grupta 

20 denek bulunmaktadır. Üç grupta prolaktin düzeyleri ölçülmüştür. Ekspresyon 

düzeylerini belirlemek için ThresholdCycle (CT) veya crossingpoints (Cp) değerleri 

arasındaki farklılıklar ölçülmüştür. Kiss1, KissrR, NKB ve NKBR için tasarlanan 

mRNA gen ekspresyon assay ile genlerin kontrol grubundaki, SF uygulamasındaki ve 

Metaklopramid uygulamasındaki düzeylerine bakıldı. Ekspresyon düzeyleri ΔCp 

yöntemi kullanılarak hesaplandı. Prolaktin düzeyleri gruplarda karşılaştırıldığında 

gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılığa rastlanmıştır (p<0,001) ve 

sonuçlar çizelge 6’da sunulmuştur. 

 

 
Çizelge 6. Gruplarda prolaktin düzeylerinin dağılımı 

 Prolaktin düzeyleri 

(ng/mL) 
p (çoklu karşılaştırma) 

Kontrol 
23,0±5,4 

20,9(18,5-35,7) 
- 

SF 
29,7±10,0 

28,5(19,7-55,9) 
0,364* 

Metaklopramid 
53,3±14,3 

53,0(34,0-73,4) 
<0,001* ,  0,017** 

p <0,001  

*kontrol ile karşılaştırma , ** diğer iki grubun karşılaştırılması 

 

 

Analiz sonucunda prolaktinin düzeyinin en yüksek olduğu grubun deney grubu 

(Metaklopramid) olduğu, en düşük olduğu grubun kontrol grubu olduğu söylenebilir. 

Grafiksel gösterimlerden yararlanılarak değerler şekil 14’te sunulmuştur. 
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Şekil 14. Prolaktin düzeyleri 

 

 

Delta Cp yöntemi kullanılarak hesaplanan Kiss1mRNA ekspresyon düzeyleri 

çizelge 7’ de sunulmuştur. Gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılığa 

rastlanmıştır (p<0,001). 

 
 

Çizelge 7. SF ve Metaklopramid gruplarında Kiss düzeyleri 

 
KİSS1 düzeyleri p 

SF 
7,6±3,1 

8,9(3,2-11,3) 
<0,001 

Metaklopramid 
0,6±0,5 

0,4(0,1-1,5) 
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SF grubunda Kiss1 ekspresyon düzeylerinin Metaklopramid grubuna göre daha 

yüksek olduğu söylenebilir ve değerler grafiksel olarak şekil 15’te sunulmuştur. 

 

 

 
Şekil 15. KİSS1 düzeyleri 

 
 

Delta Cp yöntemi kullanılarak hesaplanan Kiss1R ile ilgili ekspresyon düzeyleri 

çizelge 8’ de sunulmuştur. Gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılığa 

rastlanmıştır (p<0,001). 
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Çizelge 8. SF veMetaklopramid gruplarında KissR düzeyleri 

 
KİSS1R düzeyleri p 

SF 
43,3±35,1 

38,0(4,5-112,6) 
<0,001 

Metaklopramid 
0,4±0,2 

0,5(0,1-0,7) 

 

 

SF grubunda KiSS1R ekspresyon düzeylerinin Metaklopramid grubuna göre 

daha yüksek olduğu söylenebilir ve değerler grafiksel olarak şekil 16’da sunulmuştur. 

 

 

 
Şekil 16. KiSS1R düzeyleri 
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Delta Cp yöntemi kullanılarak hesaplanan NK ile ilgili ekspresyon düzeyleri 

çizelge 9’ da sunulmuştur. Gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılığa 

rastlanmıştır (p<0,001). 

 

 
Çizelge 9. SF ve Metaklopramid gruplarında NK düzeyleri 

 
NKB düzeyleri p 

SF 
5,0±3,3 

3,2(2,5-12,4) 
<0,001 

Metaklopramid 
0,3±0,2 

0,4(0,1-0,6) 

 

 

SF grubunda NKB ekspresyon düzeylerinin Metaklopramid grubuna göre daha 

yüksek olduğu söylenebilir ve değerler grafiksel olarak şekil 17’de sunulmuştur. 
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Şekil 17. NKB düzeyleri 

 

 

Delta Cp yöntemi kullanılarak hesaplanan NKR ile ilgili ekspresyon düzeyleri 

çizelge 10’ da sunulmuştur. Gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılığa 

rastlanmamıştır (p=0,052). Gruplar arasındaki farklılık için p değerine bağlı olarak 

sınırda anlamlılık olduğu da söylenebilir (borderline significant). 

 

 
Çizelge 10. SF ve Metaklopramid gruplarında NKBR düzeyleri 

 
NKBR düzeyleri p 

SF 
1,3±0,9 

1,4(0,1-2,5) 
0,052 

Metaklopramid 
0,6±0,5 

0,6(0,0-1,2) 
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SF grubunda NKR ekspresyon düzeylerinin Metaklopramid grubuna göre daha 

yüksek olduğu fakat bu farklılığın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı söylenebilir. 

Değerler grafiksel olarak şekil 18’te sunulmuştur. 

 

 

 
Şekil 18. NKR düzeyleri 

 

 
Çizelge 11.Metaklopramid uygulaması bittikten sonra deneklerin ilk yavruyu verme süreleri 

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

Denek Sayısı - 8 2 
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5. TARTIŞMA 

İnfertilite, herhangi bir korunma yöntemi kullanmaksızın aynı partnerle, düzenli, 

vajinal seksuel ilişkiye rağmen 12 ay içerisinde gebelik elde edilememesi durumu 

olarak tanımlanmaktadır (31). İnfertilite modern çağın hastalığı olma yolunda hızla 

ilerlemektedir. Amerika Birleşik Devletleri’ nde yapılan bir çalışmada 15 ile 49 yaşları 

arasındaki kadınlarda çocuk sahibi olmak için klinisyene başvuran kadın sayısı 1980 

yılında %9, 1995’ de yaklaşık %15, 2010 yılında ise %12 olarak bildirilmiştir (34,35). 

Ülkemizde 2008 yılında yapılan bir tarama çalışmasında bu oran %12,2 olarak 

belirlenmiştir (36). İnfertilite,  hormonal düzensizlikler, bireysel farklılıklar gibi bir 

çokfaktörden kaynaklanabilmektedir. Prolaktin de infertilite ile ilişkili olan 

hormonlardan birisidir.  

Prolaktin 90 yıl önce keşfedilen ve fonksiyonu hakkında oldukça farklı 

çalışmalar yapılmış olan bir hormondur (104). Hipofizden salınan polipeptid yapıdaki 

bu hormon laktasyon üzerine yaptığı uyarıcı etki nedeniyle prolaktin ismini almıştır. Bu 

özellik PRL (104) ve PRLR (PRLR;105) eksikliği olan hayvan modellerinde açık bir 

şekilde görülmüştür. Bu çalışmalar aynı zamanda memelilerde PRLR/STAT5 yolunun 

esas rolünü anlamamıza ışık tutmuştur (106). Kalıcı PRLR sinyal iletme başarısızlığı 

olan germline modeller; beyin, metabolizma, immün sistem, davranış şekilleri ve 

elektrolit dengesi gibi PRL nin etkili olduğu diğer fizyolojik olayları anlamaya da 

yardımcı olmaktadır (107). Yapılan birçok çalışma prolaktinin reprodüktif fonksiyon 

üzerine önemli etkisi olduğunu göstermiştir. Bu çalışmalarda prolaktinin sentezinin 

olmadığı knokcout deney hayvanları kullanılmıştır. Horseman ve arkadaşları 1997 

yılında yaptıkları çalışmada PRL sentezi yapamayan transgenik dişi farelerin tamamının 

infertil olduğunu göstermiştir. Tekrarlanan erkek fareler ile çiftleşme döngülerinde 

üreme olmadığı ve aynı zamanda östrus siklusunda bozulma meydana geldiği 

görülmüştür. (108). Bazı çalışmalarda ise deneklerin PRL düzeyleri arttırılmıştır 

(16,23,41). Böylece yüksek PRL düzeylerinin etkileri incelenmiştir.Biz de 

çalışmamızda PRL sentezi üzerinde inhibitör etki gösteren dopamini bloke eden 

kimyasal (metaklopramid) kullanarakdeneklerimizde kan prolaktin düzeylerini arttırdık. 

Böylelikle eksojen PRL uygulaması yerine deneklerimizde endojen olarak PRL 

miktarını arttırdık. Hormonal salınımın sadece fizyolojik değil aynı zamanda psikolojik 
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faktörlerden etkilenebileceği düşünüldüğünden enjeksiyonun oluşturacağı stresin PRL 

salınımı ve gen ifadesine etkisini anlamak amacıyla kontrol dışında SF uygulanmış 

grubu da değerlendirdik.Tüm deneklerimizden aldığımız kan serumu ile elde ettiğimiz 

bulgulara göre, metaklopramid uygulaması yaptığımız grubun serum PRL düzeyi 

kontrol ve SF uygulanan gruplara göre anlamlı derecede yüksek bulundu (p<0,001). 

Çalışmamızda oluşturduğumuz deney düzeneğinde PRL yükselmesinin endojen ve geri 

dönüşlü olmasına özen gösterdik. Bu yüzdenmetaklopramid uygulamasını takiben erkek 

sıçanlar ile bir araya getirdiğimiz dişi sıçanların belli bir süre gebe kalmadıklarını, daha 

sonra tüm sıçanlarda gebeliğin meydana geldiğini gözlemledik. Rastgele seçilip erkek 

sıçanlarla bir araya getirilen10 denekte de ilaç tedavisi almayan sıçanlara kıyasla gebe 

kalımının gecikme sebebinin kanda yüksek miktardaki PRL’ nin ovulasyon üzerine olan 

inhibitör etkisi ile alakalı olduğunu düşünmekteyiz. Nitekim 10 deneğin tamamının 

tedavi bitiminden 3 ay sonra yavrulamış olması, PRL’ nin ovulasyona olan baskısının 

kalkmasıyla ilgili olacağı düşüncemizi desteklemektedir. 

Bachelot ve Binart yaptıkları araştırmada PRL’ nin anovulasyona yol açmasını 

GnRH üzerinde oluşturduğu negatif etki ile LH ve FSH miktarının düşmesine 

bağlamaktadır. Ancak PRL’ nin bu negatif etkiyi hangi yolu kullanarak yaptığı veya bu 

etkiye aracılık eden nöropeptitlerin olup olmadığı konusunda aydınlatıcı bir açıklama 

yapılamamıştır (109).  

Ancak yakın geçmişte yapılan çalışmalar, prolaktinin Kiss1 genini ifade eden 

belirli bir hipotalamik nöron populasyonu üzerinde hareket ederek üreme eksenini 

modüle edebileceğine dair yeni kanıtlar sağladı (110,111). Kisspeptinleri kodlayan 

genlerde veya kisspeptin reseptöründe (KISS1R) fonksiyon kaybı mutasyonları insanda 

ve hayvan modellerinde ergenlik ve infertilitenin bozulmasına neden olur (112). 

Topaloğlu ve arkadaşlarıyaptıkları çalışmada Kiss1 mutasyonlu deneklerin tamamında 

hypogonadotropik hipogonadizim geliştiğini göstermiştir (113). Bazı çalışmalar ise 

KİSS1'i ifade eden nöronların doğrudan prolaktin seviyeleri tarafından modüle 

edildiğini göstermiştir (114). Prolaktin ve kisspeptin sistemi arasındaki etkileşimin HPG 

aksında belirgin bir etkiye neden olduğuna dair daha fazla kanıt KİSS1 mRNA 

ekspresyonu üzerine prolaktin infüzyonunun sonuçlarını değerlendiren çalışmalarla 

sağlanmıştır. Bu çalışmaların tamamında sistemik veya intraserebroventriküler prolaktin 

infüzyonunun hipotalamik KİSS1 ekspresyonunu baskıladığı ve plazma LH düzeylerini 
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düşürdüğü bildirimiştir (108,110). Kisspeptinler, GnRH nöronlarının en önemli 

aktivatörleri olarak bilinirler (115) ve hem insanlarda hem de hayvan modellerinde LH 

ve FSH sekresyonunda güçlü bir uyarıma neden olabilirler (116,117). Bu bilgiye 

dayanarak, in vitro fertilizasyon tedavisi gören kadınlarda kisspeptin uygulamasının 

yumurta olgunlaşması üzerine etkileri de test edilmiştir. Jayesane ve arkadaşları 

yaptıkları çalışmada kisspeptin enjeksiyonunun yumurtanın olgunlaşmasını, 

subfertiliteye sahip kadınlarda döllenme, embriyo implantasyonu ve başarılı canlı 

doğum ile sonuçlanacak kadar tetikleyebildiğini bildirmişlerdir (118). Sonigo ve 

arkadaşları prolaktin indüksiyonuyla infertilite oluşturdukları dişi farelerde tedavi 

amacıyla Kisspeptin uygulaması yaptıktan sonra elde ettikleri sonuçları bildirmişlerdir. 

Bu çalışmada prolaktin infüzyonuyla PRL değerleri yükseltilen farelere günlük 

kisspeptin enjeksiyonu yapmışlardır. Çalışmaya göre prolaktinin yol açtığı GnRH 

üzerindeki baskılayıcı etkinin ortadan kalktığı ve ovulasyonun düzeldiği gösterilmiştir. 

Buna ek olarak, Sonigo ve Cols, Kisspeptinlerin GnRH sekresyonuna etkilerini 

göstermek için dişi farelerden elde edilen hiptalamik dokulardan GnRH miktarı 

ölçülmüş ve prolaktin maruziyetinden sonra GnRH miktarının önemli ölçüde azaldığını 

göstermişlerdir (119). Bu nedenle, KİSS1 gen ekspresyonunun azaltılmasının, 

hiperprolaktinemi sırasında gonadotropin sekresyonunun bastırılmasının birincil nedeni 

olduğu düşünülmektedir. Biz de yaptığımız çalışmada PRL yüksekliğinin sıçanlarda 

Kisspeptin ekspresyonunu nasıl etkilediğini gösterdik. Çalışmanın sonunda Kisspeptin 

ekspresyonunun PRL’ si yüksek olan grupta kontrol ve SF gruplarına göre anlamlı 

derecede düştüğü görülmüştür (p<0,001). Aynı zamanda KİSSR ekspresyonu da kontrol 

ve SF grubuna göre anlamlı derecede (p<0,001) düşük bulunmuştur.  

GnRH' nın salınımının düzenlenmesi üreme ekseninin merkezi kontrolündedir 

(120). Bu önemli görev puberte ve fertilite araştırmaları için ilgi odağı olmaktadır.  

GnRH salınımında önemli rolü olduğu kanıtlanan Kisspeptin bu görevi üstlenmiş tek 

nöropeptit değildir. NKB’ nin de GnRH üzerine etkileri olduğu son yıllarda yapılan 

araştırmalar ile gösterilmiştir. GnRH hormonal düzenlenmede merkezi bir role sahip 

olduğu halde GnRH sentezi yapan nöronlar cinsiyet hormonlarının geri bildirimine 

doğrudan cevap verememektedir. Yapılan çalışmalar GnRH nöronlarında östrojen alfa 

ve androjen reseptörlerinin olmadığını yalnızca östrojen beta reseptörlerinin eksprese 

edildiğini göstermiştir (121).   
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NKB ve kisspeptinin etkileşimlerinin gonadotropik eksenin normal işleyişi için 

gerekli olduğu düşünülmektedir. Kisspeptin salınımının pulsatil olduğunu ve bu 

atımların maymun ve keçi çalışmalarına dayalı olarak GnRH / LH atımlarıyla korele 

olduğuna karar verme konusunda inandırıcı kanıtlar vardır (122,123). Sonuç olarak, 

KNDy (kisspeptin, Nörokinin, Dinorfin) nöronlarından NKB'nin aynı nöronun 

NK3R'sinde, tekrarlayan teminatlarla ve diğer komşu KNDy nöronlarında otosinaptik 

olarak etki eder (122,124,125). NKB'nin bu eylemi, her kisspeptin darbesinden sonra 

benzersiz bir GnRH darbesi sunmak için ARC (arkuat nükleus) içinde kisspeptinin 

senkronize bir şekilde salınmasını uyandırır. Bu olasılık ARC'deki KNDy nöronlarını 

çevreleyen yoğun NKB ile uyumludur (126,127).  

Kisspeptinler ile NKB’ nin sıkı nöroanatomik dağılım bakımından ilişki içinde 

olması ve her ikisinin de GnRH stimülasyonu ve gonadotropin salınımında etkili 

olduğunun gösterilmesi bu iki nöropepetitin puberte ve fertilite için birbirlerinin 

etkilerine aracılık edebileceği düşünülebilir. Çalışmamızda elde ettiğimiz veriler de bu 

tezi desteklemektedir. NKB’ nin ekspresyonu metaklopramid uygulanan deneklerde 

kontrol ve SF gruplarına göre anlamlı derecede azalmıştır (p<0,001). Bu azalmayı 

Kisspeptin ve Kisspeptin R’ de de elde ettik. NKBR ekspresyon değeri meteklopramid 

uygulanan grupta kontrol ve SF grubuna orana azalmış olsa da bu anlamlılık sınırda 

kalmıştır (p=0,052). Bu sonuçlar NKB’ nin de Kisspeptin gibi yüksek PRL ile 

ekspresyonun azalmasına, PRL nin GnRH üzerinden gonadotropin salınımı ve 

ovulasyon üzerine olan etkilerine aracılık edebileceğine inanamaktayız. 
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Çalışmamızda 40 adet Wistar Albino cinsi dişi sıçan kullanıldı. Deneklerden 3 

farklı grup oluşturuldu. Birinci grup kontrol, ikinci grup SF uygulanan grup ve üçüncü 

grup ise metaklopramid uygulaması ile PRL düzeyleri yükseltilen grup. Her üç grubun 

kan prolaktin düzeyleri ve KİSS1, KİSS1R, NK, NKR mRNA ekspresyonları incelendi. 

Bu çalışmanın sonunda aşağıdaki veriler elde edilmiştir. 

 

1. Metaklopramid uygulanan grubun kan PRL düzeyi kontrol ve SF uyugulanan 

gruba göre anlamlı derecede yüksek bulunmuştur (p<0,001). 

2. 2.Metaklopramid uygulanan grubun KİSS1 ekspresyon düzeyi kontrol ve SF 

uyugulanan gruba göre anlamlı derecede düşük bulunmuştur (p<0,001). 

3. Metaklopramid uygulanan grubun KİSS1R ekspresyon düzeyi kontrol ve SF 

uyugulanan gruba göre anlamlı derecede düşük bulunmuştur (p<0,001). 

4. Metaklopramid uygulanan grubun NK ekspresyon düzeyi kontrol ve SF 

uyugulanan gruba göre anlamlı derecede düşük bulunmuştur (p<0,001). 

5. Metaklopramid uygulanan grubun NKR ekspresyon düzeyi kontrol ve SF 

uyugulanan gruba göre düşmüş olsa da anlamlılık oranı sınırda kalmıştır 

(p=0,052). 

 

Elde edilen veriler literatür ile uyumlu olup, PRL’ nin HPG aksı üzerinde 

oluşturduğu inhibitör etkiyi açıklamak için fikir vericidir. Ancak bu döngünün 

bütünüyle anlaşılması için yeterli değildir. Bunun için ek olarak GnRH nöron 

aktiviteleri, hipotalamik bölgenin histopatolojik değerlendirilmesi ve uterusta bulunan 

reseptör aktivitelerinin takip edilmesi önerilir.  
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ÖZGEÇMİŞ 

1984 yılında Adana’da doğdu. İlk okulu Solaklı İOO, orta okulu Sakıp Sabancı 

İOO ve lise eğitimini Abdulkadir Paksoy Lisesinde tamamladıktan sonra üniversite 

eğitimini Afyon Kocatepe Üniversitesi Biyoloji Bölümünde tamamladı. Yüksek lisans 
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