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ONSOz

Kediler disinda birgok hayvan turinde graniiloza hicrelerindeki stereoidogenezis
mekanizmasi, in-vitro olarak arastirmacilar tarafindan incelenmistir. Tarafimizdan
yapilan taramalar sonucunda kedilerde bu giine kadar olusturulmus herhangi bir
graniiloza hiicre kiiltiirii protokoliine rastlanilmamistir. Bu ylizden mevcut calismada
oncelikle kedilerde granuloza hicre kiltiri  protokoliiniin ~ gelistirilmesi
planlanmistir. Bununla birlikte kedi graniiloza hiicre kiltirinde, gonadotropinlerin

hicresel stereoidogenezis lizerine etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir.

Doktora egitimim siiresince hicbir konuda bilgisini esirgemeyen, tezimin her
asamasinda yapict elestirileri ve olumlu yodnlendirmeleriyle bana destek olan,
danigsman hocam Prof. Dr. Sevket ARIKAN’a, kedi operasyonlarinin yapilmasinda
emegi gecen Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji
Anabilim Dali 6gretim iiyelerinden Dog. Dr. Hakan KALENDER e, istatistiksel
degerlerin analiz edilmesinde yardimmi esirgemeyen Kirikkale Universitesi
Veteriner Fakiltesi Hayvan Besleme Anabilim Dali 6gretim lyelerinden Dog. Dr.
Mehmet BASALAN’a, her zaman ilgi ve destegini gordiigim Fizyoloji Anabilim
Dali 6gretim iiyeleri Prof. Dr. Arzu YIGIT ve Yrd. Dog. Dr. Nurgil ATMACAya,
gosterdikleri fedakarlik, sabir ve tesviklerinden dolay1 aileme tesekkiirlerimi bir borg

bilirim.



SIMGELER VE KISALTMALAR

CYP17A1 17a-hydroxylase

DHEA Dehidroepiandrosterone

dk Dakika

E2 Ostradiol

ECG Equine chorionic gonodotropin
FSH Folikll uyarict hormon

GnRH Gonodotropin Salgilatict hormon
HDL High-density lipoprotein

i.m. Intra musculer

LDL Low-density lipoprotein

LH Luteinlestirici hormon

It Litre

ml Mililitre

NADP Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
ng Nanogram

P4 Progesteron

PBS Phosphate buffered saline

pg Pikogram

PGF2a Prostaglandin F2a
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pmol Pikomol

PMSG Pregnant mare serum gonodotropin
PR Progesteron reseptori

SAS Statistical analysis software

sn Saniye

StAR Steroidojenik akut regulator
22R-HC 22R-hydroxycholesterol

3B-HSD 3B-hydroxysteroid dehydrogenase
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°C Santigrad derece
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KEDi GRANULOZA HUCRE KULTURUNDE,
FSH VE LH HORMONLARININ STEROIDOJENIK AKTIVITE
UZERINE ETKILERI

OZET

Bu c¢alismada, kedi graniiloza hiicre kiiltiiriinde, 22(R)-hidroksikolesterol (22R-
HC), folikiil uyarici hormon (FSH) ve liiteinlestirici hormon (LH) un progesteron ve

ostradiol sentezi Uzerine etkileri arastirildu.

Calismada toplam 18 adet disi kedi kullamildi. Kediler altisarli 3 gruba
ayrildi. Birinci gruptaki kedilerden elde edilen granuloza hiicreleri, bazal progesteron
ve Ostradiol diizeylerinin belirlenmesi ile kolesteroliin (10 ng/ml) progesteron ve
ostradiol sentezi iizerine etkisinin incelenmesinde kullanildi. Ikinci gruptaki kediler,
FSH (10 ve 100 ng/ml) ile FSH ve kolesteroliin (10 ng/ml) kombine kullaniminin;
uclincu gruptaki kediler ise, LH (10 ve 100 ng/ml) ile LH ve kolesteroliin kombine
uygulanmasmin bazal progesteron ve Ostradiol sentezi Uzerine etkisinin

incelenmesinde kullanildi.

PMSG hormon uygulamasini takiben 5. giinde kedilerden ovariohisterektomi
operasyonu ile ovaryumlar alinarak steril sartlar altinda laboratuara getirildi. Laminar
flow icerisinde folikiiller ikiye ayrilip, graniiloza hiicreleri folikiil duvarindan
toplandiktan sonra % 5 fetal calf serum (FCS) ile kaplanmis 24 kuyucuklu pleytte 5
glin siire ile inkiibe edildi. Kiiltir mediumu olarak, 10”M androstenedione, % 0.1
ITS ve % 0.1 bovine serum albumin iceren Dulbecco’s Modified Eagle’s mediumu
(DMEM) / HAM F-12 kullanildi. Kiiltiirin 1. ve 3. giinlerinde hiicrelere 22R-HC
(10 ng/ml), FSH (10 ve 100 ng/ml), LH (10 ve 100 ng/ml), FSH (10 ng/ml) + LH
(10 ng/ml), 22R-HC (10 ng/ml) + FSH (10 ve 100 ng/ml), 22R-HC (10 ng/ml) + LH
(10 ve 100 ng/ml), 22R-HC (10 ng/ml) + FSH (10 ng/ml) + LH (10 ng/ml)
uygulamalar: yapildi. Ugiincii ve besinci giinlerde ise uygulamalarm yapildig
kuyucuklardaki mediumlar toplanarak, hucrelerin sentezledikleri progesteron ve
oOstradiol diizeyleri 6lguld.



Kolesteroliin uygulandig1 gruplarda, progesteron sentezinde kilttrin 3. ve 5.
ginlerinde, 6stradiol sentezinde ise sadece kultiirin 5. guninde 6nemli bir artis
g6zlendi (p<0.001). Kaolesterol uygulanan gruplarda bazal progesteron miktarinda
kiltdriin 3. glninde 9.1 kat ve 5. glninde ise 13.5 kat artig belirlendi. Bazal
Ostradiol miktarinda ise kiiltiiriin 3. gliniinde 6nemli bir artis bulunmamasina ragmen,
5. gliniinde 4.7 kat artig tespit edildi. Folikiil uyarict hormonun her iki dozunda da
progesteron sentezinde onemli bir fark bulunmamasma ragmen oOstradiol
miktarindaki fark 6nemli bulundu (p<0.001). Liiteinlestirici hormon uygulanan
gruplarda bazal progesteron ve dstradiol miktarinda kiltiir stiresince istatiksel olarak
onemli bir fark bulunmadi (p>0.05). Ostradiol miktarinda ise sadece LH m yiiksek
doz (100 ng/ml) uygulandigi gruplarda kiltiiriin 5. giininde, meydana gelen artis
onemli bulundu (p<0.05). Kiiltiirde FSH ve LH 1n 22R-HC ile kombine kullaniminin
hem o6stradiol hem de progesteron miktarini 6nemli miktarda arttirdig: tespit edildi
(p<0.001). Kiltar sonunda, graniuloza hcreleri 3p-hydroxysteroid dehydrogenase
(3B—HSD) aktivitesi yoniinden boyandi. Boyama sonucunda yiiksek doz (100 ng/ml)
FSH'm 22R-HC (10 ng/ml) ile kombine uygulandigi grupta 3p-HSD enzim
aktivitesinin daha yiiksek oldugu gozlendi.

Sonug olarak mevcut ¢alisma ile kedilere 6zel bir graniiloza hicre kultiri
protokolii gelistirildi. Bu protokoliin, kedi graniiloza hiicre stereoidogenezisi Uizerine
daha detayli ¢aligmalarin yapilmasma ve folikul icerisindeki etkin mekanizmalarin

ortaya konulmasima olanak saglayabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar SozcUkler: Kedi, Hicre kiltiri, Graniilloza hiicresi, FSH, Ostradiol,
Progesteron, LH, 22R-HC, 33-HSD



EFFECT OF FSH AND LH ON STEROIDOGENIC ACTIVITY
IN CAT GRANULOSA CELL CULTURE

SUMMARY

The objectives of this study were to examine the effects of 22R-hydroxycholesterol
(22R-HC), Follicle stimulating hormone (FSH) and Luteinizing hormone (LH) on
oestradiol and progesterone production by cat granulosa cells.

In this project, 18 female cats were used. The cats were assigned into three
groups each having six animals. The first group was used to determine basal level of
the progesterone and oestradiol, and in addition to the investigation of cholesterol
(10 ng/ml) effects on basal level of the steroid synthesis. The second group was used
to determine effect of FSH (10 ve 100 ng/ml) and FSH plus cholesterol (10 ng/ml)
on basal level of the steroid synthesis. The remaining group was used for
investigation effect of LH (10 ve 100 ng/ml) and LH plus cholesterol (10 ng/ml) on
basal level of the progesterone and oestradiol in granulosa cells.

The ovaries are transfered to the laboratory under sterile conditions after
collected by laparotomy operation on day 5 following PMSG injection. The follicles
were bisected in the laminar flow. Granulosa cells from follicles were collected and
cultured for up to 5 days in 24 well plates coated with 5% fetal calf serum (FCS) in
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) / HAM F-12 : supplemented with
10”"M androstenedione, 0.1 % ITS and 0.1 % bovine serum albumin. The cells were
treated with 22R-HC (10 ng/ml), FSH (10 ve 100 ng/ml), LH (10 ve 100 ng/ml),
FSH (10 ng/ml) + LH (10 ng/ml), 22R-HC (10 ng/ml) + FSH (10 ve 100 ng/ml),
22R-HC (10 ng/ml) + LH (10 ve 100 ng/ml), 22R-HC (10 ng/ml) + FSH (10 ng/ml)
+ LH (10 ng/ml) on first and third day. After incubation, used medium was collected
on day 3 and 5, and then measured the level of progesterone and oestradiol synthesis.

Treatment of cells with 22R-HC resulted in an increase (p<0.001) in
progesterone on day 3 and 5 of the culture, and in oestradiol production on day 5.
When 22R-HC was used at a concentration of 10 pug/ml, it resulted in 9.1 and 13.5



fold increase in bazal progesterone production on day 3 and 5, and 4.7 fold increase
in bazal oestradiol production was determined on day 5, respectively. Incubation of
cells with both concentrations of FSH (10 ng/ml and 100 ng/ml) resulted in
significant stimulations of progesterone (p<0.001) on day 3 and 5 while had no effect
on oestradiol production. None of the doses of LH had any effect on oestradiol
production on day 3, nor progesterone production on day 3 and 5 by granulosa cells
from the follicles. However, on day 5, higher dose of LH (100 ng/ml) resulted in
significant stimulation on oestradiol production (p<0.05). With the inclusion of 22R-
HC in to the culture system, in the presence of all doses of FSH and LH,
progesterone and oestradiol productions were enhanced (p<0.001). At the end of the
culture, granulosa cells were stained for 33-hydroxysteroid dehydrogenase (33-HSD)
activity. The cells which were treated with combination of 22R-HC and higher dose
of FSH (100 ng/ml) stained darker for 33—HSD enzyme activity.

The results of this study demonstrated the development of a culture system
for cat granulosa cells. This system will permit the detailed study of the key factors
controlling the folliculogenesis and the steroidogenesis of cat granulosa cells.

Keywords: Cat, Cell culture, Granulosa cells, FSH, Ostradiol, Progesterone, LH,
22R-HC, 3B-HSD



1. GIRIS

1.1. Disi Kedilerde Reprodiiktif Ozellikler

1.1.1. Puberta

Disi kedilerde puberta yasi, rka, giinlik 151k alimma, viicut agirhgma ve kedinin
dogdugu doneme gore degisiklik gosterebilir. Kedilerin blylik c¢ogunlugu ilk
ostruslarint 2.3-2.5 kg vicut agirhigina ulastiklarinda, ortalama 6-9 aylikken
gosterirler (Jemmett ve Evans 1997, Johnston ve ark. 2001).

Bununla birlikte, siyam kedisi gibi oryantal wrklar daha erken donemde
(ortalama 3 aylik), iran kedisi gibi uzun tlylu bazi saf wrklar ise daha ge¢ donemde
(ortalama 11-21 aylik) pubertaya girerler. Ekim-Aralik aylar1 arasinda dogan disi
kediler, Ocak ayinda baslayacak olan dreme sezonunda sekslel olgunluga
ulasamayabilirler ve ilk 0struslarini bir sonraki Greme sezonunda gosterirler
(Christiansen 1984, Johnston ve ark. 2001). Disi kedilerin reprodiktif yonden aktif
olduklar1 donem genellikle 14 yasina kadar devam eder (Scott ve ark. 1970, Coyan
1994).

1.1.2. Ostrus Siklusu

Kediler mevsime bagli ¢oklu Ostrus (polidstrus) gosteren hayvanlardir. Gebelik veya
yalanc1 gebelik sekillenmedikce, kedilerde ¢iftlesme sezonu boyunca Ostrus siklusu
tekrar eder (Sekil 1.1). Seksuel sikluslarin uyarilmasinda artan giin 1s1ginin 6nemli
roli vardir. Kuzey yarimkiiredeki kedilerde g¢iftlesme donemi Ocak veya Subat
aymnda baslar. Ostrus aktivitesinin en yiiksek oldugu aylar ise Subat ve Mart
aylaridir. Genel olarak, 0strus aktivitesinin ve ¢iftlesmenin olmadigi donem ise Eylil

ile Ocak aylar1 arasindaki donemdir (Feldman ve Nelson 1996).



Yapay 151k ile de normal ovaryum aktivitesi degistirebilir. Evde beslenen ve
giinliik 10 saat boyunca 100 watt'lik yapay bir 1s18a maruz kalan kedilerin, yil
boyunca Ostrus siklusu gosterdikleri gozlenmistir (Shille ve Sojka 1995). Sezon
disinda da ostrus siklusu, yapay 15181 bu sekilde arttirilmasi ile uyarilabilir. Bunun
icin en uygun 151k uygulamasi 14 saat aydinlik, 10 saat karanlik seklindedir. Bununla
birlikte uzun tiylii kedi wklarmin, kisa tiiylii iklara gore fotoperiyoda daha fazla

hassas olduklar1 bildirilmistir (Banks 1986, Shille ve Sojka 1995).

Kedilerde ve tavsanlarda ovulasyon, diger evcil hayvanlardan farkli olarak
vajinal uyarimla gergeklesir. Vaginal uyarim g¢iftlesme ile uyarilabilecegi gibi, cam
cubuk yardimiyla da yapilabilir. Bununla birlikte gorsel ve kokusal uyarimlarla da

ovulasyonun gergeklesebilecegi gosterilmistir (Feldman ve Nelson 1996).

Kedide 6stris siklusu
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Sekil 1.1. Kedide 6strus siklusu (Thompson 2004)



1.1.3. Ostrus Siklusunun Evreleri

Kedilerde 6strus siklusunun evreleri, Prodstrus, Ostrus, Postdstrus, Didstrus ve

Andstrus olarak bes donem altinda incelenmektedir (Christiansen 1984).

1.1.3.1. Proostrus

Kedilerin ¢ogu bu donemde bas ve boyunlarini degisik objelere siirerler ve sicakkanli
davraniglarda bulunurlar. Bununla birlikte bu dénemde erkek kedi ile ¢iftlesmeyi
kabul etmezler (Feldman ve Nelson 1996). Bu donem, ortalama 1-2 giin kadar
sirmesinden dolay1 cogunlukla gozlenemeyebilir. Yapilan bir c¢alismada, 168

kediden sadece 27 sinde bu donem gozlenebilmistir (Shille ve ark. 1979).

Prodstrus boyunca hipofiz bezinden salgilanan folikil uyarici hormon (FSH)
ovaryumlarda folikil gelisimini uyarir. Folikiiller gelismenin baslamasi ile birlikte
graniiloza hiicreleri tarafindan sentezlenen Ostradioliin serumdaki diizeyi artar.
Ostradiol artis1 da vajinal kornifikasyonu ve dstrus davranislarin tetikler (Shille ve
ark. 1979). Ostrus davranislarinin baslamasi ile birlikte folikiillerden 3-7 tanesi
dominant olarak gelisir ve diger gelisme asamasindaki folikiiller ise atrofiye ugrar

(Wildt ve ark. 1981).

1.1.3.2. Ostrus

Ostrus, disi kedinin ¢iftlesmek icin erkek kediyi kabul etmesi ile karakterize olan
donemdir. Bu donemde kediler prodstrus davraniglarini daha belirgin bir sekilde
gosterirler. Buna ek olarak yerde yuvarlanma, bu doneme ait 6zel ses ¢ikarma ve
sirtlarina dokunuldugunda lordozis adi verilen pozisyon alma da bu ddneme ait
davranislardir. Ostrus donemi ortalama 7 giin kadar siirer (Scott 1955, Feldman ve
Nelson 1996).



Ostrus déneminde, ovaryum Uzerindeki folikiillerin ¢cap1 ortalama 3.2 mm’ye
(2.6-4.1 mm) ulasir. Folikiiler aktivitenin artis1 ile Ostradiol salgis1 arasinda dogru
orant1 vardir (Sekil 1.2) (Feldman ve Nelson 1996). Serum 6stradiol konsantrasyonu
bu donemde 70 pg/ml’nin Gzerindedir. Ostrus evresindeki kedi, 36 saat icinde 20-36
kez ciftlesebilir. Ciftlesen kedilerde 0Ostrus evresi 4-6 gln kadar surer ve
ciftlesmelerin bitiminden 24 saat sonra 6strusa 6zgu tim belirtiler ortadan kalkar
(Shille ve ark. 1979).
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Sekil 1.2. Folikiiler ddnemde, Ostradiol miktari ile 6strus davraniglar1 arasindaki iliski
(Johnston ve ark. 2002).



1.1.3.3. Postostrus

Disi kediler, 6strus doneminde ¢iftlesmez veya ciftlesir fakat ovulasyon olusmaz ise,
8-10 giin kadar siiren ve postostrus (interdstrus) olarak adlandirilan bir doneme girer
(Lofstedt 1982). Bu donem proostrusa kadar sirer. Bazi kaynaklar kedilerde,

Ostrustan sonraki evre igin metdstrus terimini kullanmaktadir (McDonald 1989).

Postostrus donemi ortalama olarak 8-10 glin kadar surmektedir. Bu donemde,
disi kediler seksiiel davraniglar gostermez ve erkek kedi ile ¢iftlesmeyi kabul
etmezler. Plazma ostradiol diizeyi ise 20 pg/ml'nin altindadir. (Chakraborty ve ark.
1982, Van Haaften ve ark. 1994, Graham ve ark. 1996, Onclin ve ark. 2001).

1.1.3.4. Diostrus

Di6strus ovulasyonun sekillendigi, dstrus sonrasi luteal donemi ifade eder. Bu dénem
boyunca corpus luteum aktiftir. Serum progesteron dizeyi ise 1.5-20 ng/ml arasinda
degismektedir (Feldman ve Nelson 1996).

Diostrus gebe kedilerde 60-65 giin, yalanci gebe (ovulasyon olmus fakat
fertilizasyon ile sonuglanmamis) kedilerde ise yaklasik 40-45 glin kadar surer
(Sekil 1.3). Bu donem luteolizis ile sonlanir ve serum progesteron dizeyi 1.5
ng/ml’ye kadar diiser (Lawler ve ark. 1993, Root ve ark. 1995, Pope 2000).



1.1.3.5. An0strus

Anostrus, giin 1s18min  azaldigr (Ekim, Kasim, Aralik), ovaryum aktivitesinin
olmadig1 donemi ifade eder (Feldman ve Nelson 1996). Bu donem boyunca plazma
ostradiol ve progesteron degerleri en diisiik seviyelerde olup, kediler ciftlesme

davranis1 gostermezler (Johnston ve ark. 2001).
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Sekil 1.3. Kedilerde ovaryum déngusu (McDonald 1989)
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1.1.4. Kedilerde Ostrus Evresinin Belirlenmesi

1.1.4.1. Seksiiel Davranislarin Gézlemlenmesi

Sekstel siklusun Ostrus evresindeki kedilerde, artan dstradiol hormonunun etkisiyle
cesitli sekstiel davraniglar ortaya c¢ikar. Bu davranmslar arasinda; cesitli tonlarda
miyavlama ve bagirma, cesitli objelere stirtiinme, yerde yuvarlanma, kuyrugu yana
ya da yukariya cekip kivirma ve istah kaybi en belirgin olanlaridir. Bel bdlgesine
dokunuldugunda perianal bélgede spazmodik kontraksiyonlarin sekillendigi ve
kedinin lordozis pozisyonu aldigr gozlenir (Sekil 1.4). Fiziksel olarak vulva
dudaklar1 genellikle hiperemik ve ddemli olup, bazi durumlarda vajinadan serdz bir

sivinin geldigi gozlenir (Lein 1982, Fontbonne ve Malandian 2006).

Sekil 1.4. A ve B, 0Ostrustaki kediler tarafindan gosterilen tipik durus pozisyonu
(lordozis). C, giftlesme sirasinda erkek kedinin disiyi ensesinden tutma pozisyonu. D,

disi kedinin ¢iftlesme sonrasi yuvarlanma hareketi (Scott 1970).
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1.1.4.2. Vajinal Sitoloji

Vajina epitelinde olusan hucresel degisiklikler, sekstel davraniglardan sonra, dstrus
evresinin en karakteristik  klinik bulgusudur. Vajina epitel hicrelerinin
morfolojisinde, 6strojen hormonunun etkisi ile degisiklikler olusur (Sekil 1.5). Bu
degisikler vajinal sitoloji ile ortaya konmaktadir. Vajinal sitoloji, kedilerde siklus
evrelerinin belirlenmesine yardimci olmakla birlikte tek basma yeterli olmayabilir
(Christiansen 1984, Johnston ve ark. 2001).

Ostrus doneminde keratinize stperfisiyel epitel hiicreler yogunluktadir.
Postostrus donemde ise lokositlerle birlikte superfisiyel ve intermediyer hicreler
gOrulmektedir. Anotrus doneminde baslica, kenarlar1 diiz ve oval sinirli, koyu renge

boyanan parabazal hucreler gozlenir (Verstegen 2004).
Kedilerde wvajinal sitoloji uygulamasi, kopeklerdeki kadar kullanigh

olmamaktadir. Bilindigi gibi kedilerde ovulasyon provokedir. Bu yuzden vaginal

sitoloji i¢in smear alma esnasinda ovulasyon sekillenebilir. Bu da 0strus siklusunu

? ? Wl ?f‘f’"?{lé—),
'?)R‘&.@ & ;‘ﬁ%

olumsuz etkileyebilir (\Verstegen 2004).

, ks i
b‘,.‘”gu -

Sekil 1.5. Kedi vajinal sitolojisi. A) Ostrus donemindeki vajina epitel hiicrelerinin
morfolojisi. Hiicrelerin ¢ogunlugu keratinize, siperfisiyel cekirdeksiz hiicrelerden
veya piknotik, ¢ekirdekli hiicrelerden olusmaktadir. B) Postdstrus donemdeki vajinal
sitoloji goruntusi. Bu donemde lokositlerle birlikte stperfisiyel ve intermediyer
hiicreler ¢ogunluktadir (Verstegen 2004).
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1.2. Ovaryumun Genel Yapisi ve Fonksiyonu

Yetiskin disi bir kedide ovaryumlar oval olup, yaklasik 1.0 x 0.3 x 0.5 cm
ebatlarinda ve 220 mg agirligindadir (Sekil 1.6). Anatomik olarak bobreklerin dorsal
abdomino-caudal bolgesine yerlesmislerdir (Root 1995). Asict ovaryum baglariyla
(mezoovaryum, mezosalpinks, mezometriyum) peritonal boslukta asili bir sekilde

durmaktadir (Shille ve ark. 1979).

Ovaryum, 1§ seklindeki fibroblast benzeri hiicreleri igeren stroma ve daginik
diiz kas hiicre demetlerinden olusur. Ovaryum stromasinin morfolojik yapisi korteks,
medulla ve hilus olarak ii¢ kisma ayrilir. Medulla, folikiillerin bulunmadigi
ovaryumun merkez bolgesidir. Korteks, folikiilogenezisin sekillendigi ve etrafi fibroz
tunika albuginea ile ¢evrilmis olan kisimdir. Ovaryumun medulla kismi kortekse
gore oldukg¢a fazla kan damari icermektedir. Hilus ise sinir ve kan damarlarinin
ovaryuma girdigi, ovaryumun mezovaryuma baglandigi bolgedir (Ojeda 2000,
Young ve Heath 2000).

ovaryum infundibulum

tuba uterina

Sekil 1.6. Disi kedilerdeki iireme organlar1 (Johnston ve ark. 2001).
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Ovaryum, iireme ile ilgili fizyolojik fonksiyonlar1 kontrol eden farklilagmis
birgok hiicre tipini icermektedir. Ovaryum iizerinde bulunan folikiiler yapilarin
herbiri, oositin etrafin1 saran 6zellesmis hiicrelerden olusmaktadir. Herbir folikul
oviile olabilecek, saglikli bir oosit gelistirmeyi hedefler. Folikiiller beyin, iskelet ve
kardiovaskiiler sistemin normal fonksiyonlar1 icinde gerekli olan steroidleri tireterek

disi tireme sisteminde 6nemli rol oynarlar (Sarah ve Teressa 2006).

Ovaryum iizerinde meydana gelen degisimler, iki onemli donem altinda
toplanmaktadir. Bunlardan ilki foliktler, ikincisi ise luteal ddénem olarak
adlandirilmaktadir (Sekil 1.7). Folikiler dénem prodstrus ve &strus dénemlerini,
luteal donem ise didstrus dénemini kapsamaktadir. Folikiiler donem yaklasik olarak

ostrus siklusunun % 207sinde, luteal dénem ise % 80 inde aktiftir (Senger 2003).

Ovulasyon Ovulasyon

=
L]
=
=}
=)
s
9
=]
=
[=]
Lo

Luteal donem

T T o O S

Hormonlarin kandaki goreceli diizeyleri

1

L e VG (B TR A (oA i e el s |
Ostriis siklusunun gunleri

Sekil 1.7. Ostrus siklusunun evreleri (Senger 2003).
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1.2.1. Foliktler Donem

Folikiler dénem, corpus luteumun lize olmasindan sonra baslar ve ovulasyona kadar
strer. Bu donem de folikiler ovaryum yapist hakim olup, 0Ostradiol hormonu
baskindir. Folikiler donemde, primer folikiiller geliserek Ostradiol iireten dominant
folikiillere dontistirler (Senger 2003).

1.2.1.1. Ovaryum Folikiiliiniin Yapisi ve Fonksiyonu

Folikiller, Greme sezonunda ovaryum iizerinde gelisen fonksiyonel yapilardir. Herbir
folikiil, etrafi somatik graniiloza hiicreleri ile ¢evrilmis oosit ve distaki teka hiicre
katmanindan olusmaktadir (Sekil 1.8). Folikalin iki ©6nemli fonksiyonu
bulunmaktadir. Birincisi ovule olabilecek saglikli bir oosit gelistirmek, digeri ise
iskelet ve kardiovaskiiler sistemin normal fonksiyonlar1 i¢in de gerekli olan steroid

hormonlari iiretmektir (Sarah ve Teressa 2006).

y Teka Telka Graniloza
mung, eksterna inteyna , hilcrelerd

Orvulasyan sonras

KHumulus ooforus

Sekil 1.8. Olgun bir folikiiliin sematik, morfolojik ve histolojik goriintisu (Aerts ve
Bols 2008).
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1.2.1.2. Folikulogenezis

Folikiilogenezis, ovaryum iizerinde bulunan primordial folikiillerin olgunlasma
strecidir (Sekil 1.9). Her bir primordial folikll, etrafi graniiloza hiicreleri ile
cevrilmis bir adet oosit igerir. Oositin biiylimesi ve etrafindaki hiicrelerin
farklilagsmasi ile birlikte folikiiliin yapis1 degismektedir. Bu degisim kedi, kopek ve
tavsanlarda fotal gelisimin 3. veya 4. haftasinda baslamaktadir (Peters ve McNatty
1980). Kedilerdeki folikiiliin yapisi, diger memeli tiirlerindeki folikiiler yap: ile
blyik benzerlik gostermektedir (Sarah ve Teressa 2006).

1.2.1.2.1. Primordial Foliktller

Primordial foliktller, icerisinde 20-30 um ¢aplarinda bir adet oosit iceren en kiglk
folikiillerdir. Yapilan c¢alismalarla primordial folikiillerin ii¢ kategoriye ayrilarak

incelenmesi gerektigi ortaya konmustur (Sarah ve Teressa 2006).

Bunlardan ilki, B sinifi olarak adlandirilmakta olup, oosit ¢evresinde, 1 ile 8
kat arasinda yassi veya skuam®z pre-grantloza hicreleri igeren primordial
folikiillerdir. Ikincisi, B/C smifi olarak adlandirilan, oositi tek bir tabaka halinde
saran, skuamgz ve kiibik granuloza hicrelerini iceren gegici primordial folikillerdir.
Uglinciisti ise, C smifi olarak adlandiriimakta olup, tek tabaka halinde kiibik
graniloza hicreleri ve 30-50 um ¢aplarinda bir adet oosit iceren folikullerdir (Sarah
ve Teressa 2006).

1.2.1.2.2. Sekonder Folikuller

Sekonder folikiillerin biiytikliigii, icerdigi cok kath graniiloza hiicrelerinden dolay1
100-400 pm arasinda degismektedir. Bu folikiiller, 40-75 um ¢aplarinda oositler

icermektedirler. Sekonder folikiiller, en az iki graniiloza hiicre tabakasi ve graniiloza
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hiicre katmaninin tabaninda yerlesik olarak bulunan bir kat teka hiicrelerinden
olugmaktadir (Sarah ve Teressa 2006).

1.2.1.2.3. Antral Folikuller

Kiigiik antral folikiiller, sekonder folikiiller ile aymi biiyiiklikte (100-400 pm)
olabilecegi gibi, folikiiler sivinin toplanmasi sonrasinda caplart 1000 pm'ye kadar
da ulasabilir. Antral folikiller, 2-3 tabakadan olusan teka hiicreleri ile gevrilmistir
(Sarah ve Teressa 2006).

Buyuk antral folikillerin ¢aplar1 2-3 mm araliginda olup, intakt mural,
kumulus graniloza, teka hiicre tabakalari, antral bosluk ve bir oositten olugsmaktadir.
Antral folkillerdeki oositlerin gaplar1 85-100 um arasinda degismekte olup, ovaryum

periferine yakin olan korteks bolgesinde konumlanmiglardir (Sarah ve Teressa 2006).

Primordiyel Antral Granuloza
Hilus follikul follikal hicreleri
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Corpus -Corpus
luteum SSEEs ., hemorrhagicum
Intersitisyum {?ﬂ X .
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Sekil 1.9. Folikiil gelisimi; corpus luteum ve folikiler atreziyanin sematik goésterimi
(Thompson 2004).
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1.2.2. Luteal DOnem

Luteal dénem, ovulasyonun ger¢eklesmesinden corpus luteumun regresyonuna kadar
olan dénemi ifade eder. Luteal donemde, ovaryum Uzerindeki dominant yap1 corpus
luteum, dominant etkili hormon ise progesterondur. Bu dénemde, corpus luteum
tarafindan salgilanan progesteron etkindir. Bununla birlikte, folikiiller gelismeye ve
regrese olmaya devam ederler, fakat folikiiler donemdeki kadar yiuksek dizeyde
ostradiol Gretmezler (Senger 2003).

Kedilerde ovulasyon, ciftlesmeden  sonra  olusan  ndro-hormonal
etkilesimler ile meydana gelmektedir. Penisin serviksi uyarmasi, gonadotropin
salgilatici hormon (GnRH) etkisiyle hipofiz 6n lobundan luteinlestirici hormon (LH)
salinmasina neden olur (Michael 1961). Kedilerde, serum LH diizeyi ciftlesme
sayisiyla dogru orantilidir. Bir kez ciftlesen kedilerin sadece % 50’si, ovulasyonu
uyaracak dizeyde LH salgilayabilmektedir (Concannon ve ark. 1980). Serum LH
diizeyi, ciftlesme anina kadar disiik seviyelerdedir. Ciftlesmeyle birlikte LH
yukselmeye baslar ve 29-40 saat sonra ovulasyon sekillenir (Root ve ark. 1995,
Fontbonne ve Malandian 2006).

Bununla birlikte evde beslenen bazi disi kedilerde, ciftlesmis olmamasina
ragmen, Ylksek diizeyde serum progesteron degeri ve aktif corpus luteum tespit
edilmistir. Bu da baz1 disi kedilerde ciftlesme harici uyaranlarin etkisiyle de
ovulasyonun sekillenebilecegini ugrayabileceklerini gostermektedir (Gudermuth ve
ark. 1997, Bristol ve Woodruff 2004).

Ovulasyon sonrast folikiil icerisindeki teka ve graniiloza hiicreleri
luteinizasyona ugrar. Dolayisiyla luteinizasyon, ovaryum igerisindeki folikiil
hiicrelerinin luteal dokuya doniismesi siirecidir. Bu siireg, LH hormonu tarafindan
yOnetilmektedir. Luteal doku, blylk wve kiguk luteal hiicrelerden meydana
gelmektedir. Blyuk luteal hiicreler grantloza hiicrelerinin, kiguk luteal hiicreler ise
teka hiicrelerinin farklilagsmasi ile olusmaktadirlar. Hem biiylik hem de kiigtlik luteal

hicreler steroidojenik aktiviteye sahip olup progesteron dretirler (Senger 2003).
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Cogu memelide Iuteal doku, wuterus endometriyumundan salgman

prostaglandin F2a (PGF2a) tarafindan lize edilir. Corpus luteumun lize olmasi

sonucunda progesteron dizeyi 6nemli miktarda azalir ve bu durum, hipotalamusu

etkileyerek progesteronun GnRH {izerine negatif geri bildirim mekanizmasini

ortadan kaldirir (Sekil 1.10). Boylece FSH ve LH sentezini uyaran GnRH Uretimi

artar ve yeni bir folikiiler donem baslar (Senger 2003).
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Sekil 1.10. Hipotalamus, hipofiz ve ovaryum arasindaki ndroendokrin iligkiler

(Thompson 2004).

19



1.3. Steroid Hormon Sentezinde Kolesteroliin Rolu

Kolesterol, steroid hormonlarin (progesteron, dstrojen, testesteron) sentezlenmesinde
onemli olup, prekirsér gorevi gormektedir (Sekil 1.11). Hucreler kolesterolu iki
kaynaktan saglarlar. Bunlar; (1) hiicrede denove kolesterol sentezi, (2) HDL ve LDL
lipoproteinleri (O'Shaughnessy and Wathes 1985). Kolesterol, hayvan tirlerine gore
degismekle birlikte HDL veya LDL olarak kan dolasimi ile ovaryuma tasinir
(Grummer and Carrol 1988, Masumura ve ark. 1992, Clevidence and Bieri 1993).

Kolesterol, mitokondrial bir enzim olan sitokrom P450 ile pregnenolona
cevrilerek, progesteron sentezinde kullanilir (Juengel ve ark. 1995; Sandhoff ve ark.
1996a). Yapilan calismalarda steroidojenik akut regilatoér (StAR) proteinin
stereoidogenezisin bu asamasinda Onemli role sahip oldugu ortaya konmustur
(Sandhoff ve ark. 1996b, Townson ve ark. 1996). Bu protein kolesteroliin dis
mitokondriyal membrandan, kolesteroliin pregnenolona donistlrildigi ic
mitokondriyal membrana taginmasinda gorevlidir (Kiriakidou ve ark. 1996, Pescador
ve ark. 1996, Stocco 1997).

Pregnenolonun bir kism1 endoplazmik retikulum da bulunan 3B3-HSD enzimi
ile progesterona doniistiiriiliir. Diger bir kismi ise 6nce 17a-hydroxylase (CYP17Al)
enzimi ile 17-hydroxy-pregnenolona, daha sonra desmolaz enzimi ile
dehidroepiandrosterona (DHEA) cevrilir. Daha sonra DHEA, 3B-HSD enzimi

aracilig1 ile androstenediona doniistiiriiliir (Luo ve Wiltbank. 2006).

Androstenedion ise Ostradioliin sentezinde kullanilan 6ncii steroid hormon
olup, teka hiicreleri tarafindan iiretilir. Ostradiol sentezine katilmayan
androstenedionlar granuloza hiicrelerinde bulunan androstenedion reseptorlerine
baglanirlar (Vallée ve ark. 2001, Luo ve Wiltbank 2006).
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Sekil 1.11. Gonadal steroid hormonlari kimyasal yapis1 ve sentezlenme yollar1

(Hafez ve ark. 2000).
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1.4. Folikller Gelisimin Hormonal Kontrolii

Ovaryum Uzerindeki folikilerin farklilasmasi ve biiylimesi kompleks bir siiregtir. Bu
siire¢ bliylik oranda hipofiz bezinden salgilanan gonadotropin olarak adlandirilan
FSH ve LH hormonlarina baghdir (Sekil 1.12) (Richards 1994). Bununla birlikte
folikiiler gelisim, primordial asamadan erken pre-antral doneme kadar, FSH ve
LH dan bagimsiz olarak siirdiiriilebilir (Webb ve ark. 1999). Folikiil uyarict hormon
ve LH, heterodimerik glikoprotein yapisinda olup, o ve B olmak Uzere 2 alt birimden
olugsmuslardir. a alt birim; LH ve FSH’da aynidir. B alt birimi ise farkli olup, aktif
olan kismi olusturur (Webb ve ark. 1999).

Primer folikiiliin gelisimi sirasinda, graniiloza hiicrelerinin farklilasmasi1 FSH
tarafindan baglatilir. Aynt zamanda FSH'in etkisiyle, LH reseptor gelisimi ve
aromataz aktivitesi uyarilir (Hsueh ve ark. 1984, Dahl ve Hsueh 1988). Pre-antral
folikiiller ise FSH ile uyarima in-vitro ortamda biiylimeyi arttirarak cevap verirler
(Webb ve ark. 1999).

Liiteinlestirici hormon reseptérleri hem graniiloza hem de teka hiicrelerinde,
FSH reseptorleri ise sadece granuloza hucrelerinde bulunur (Richards ve ark. 1987,
Hillier 1991). Liiteinlestirici hormon teka hiicrelerinden androjen, luteal hlcrelerden
ise progesteron salmimini uyarir. Folikiil uyarici hormon graniiloza hiicrelerinden
progesteron ve Gstrojen sentezini uyarmaktadir (Richards ve ark. 1987). Ostrojen ve
FSH, granuloza hicre proliferasyonunu ve graniiloza hicrelerinin zerindeki LH
reseptorlerinin  olusumunu birlikte ¢alisarak uyarirlar. Liiteinlestirici  hormon
reseptOrlerinin graniiloza hiicreleri iizerinde olusmasi, hem FSH hem de LH
tarafindan uyarilan aromataz sentezine, graniiloza hiicrelerinin yanit vermesini saglar

ve bu da daha fazla 6strojen uretimine neden olur (Richards 1994).

Liiteinlestirici hormon, spontan olarak veya c¢iftlesme ile ovulasyonun
uyarilabildigi biitiin tiirlerin {ireme siklusunda ¢ok 6nemli bir yere sahiptir. Ostrus
doneminde ovulasyonun sekillenmesi yeterli diizeyde LH salinmasma baghdir.

Yeterli diizeyde LH'in salinmasi da c¢iftlesme sayist ve Ostrus siklusundaki
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zamanlamayla iligkilidir. Her ciftlesme LH'in bir kez daha uyarilmasma ve
seviyesinin yiikselmesine sebep olur. Cogu kedide dort veya daha fazla sayida
ciftlesme ovulasyonun sekillenmesi igin yeterli olmaktadwr (Wildt ve ark. 1980,
Johnson ve Gay 1981, Kalkan ve Horoz 2001).
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Sekil 1.12. Kedilerde 6strus siklusu boyunca hormonal degisiklikler (Kalkan ve
Horoz 2001)

1.5. Ostrojen ve Progesteron Sentezi

Ostrojen ve progesteron folikiillerin gelisiminde rol oynayan onemli faktorlerdendir.
Ostrojen graniiloza hiicreleri tarafindan, progesteron ise hem graniiloza hem de teka
hiicreleri tarafindan sentezlenir. Ostrojen sentezi, hiicrenin folikiiler olgunluga

ulastigin1 gdsteren dnemli bir isarettir (Hsueh 1984). Ostrojen, folikiil igerisindeki
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graniloza hucrelerinin proliferasyonunu uyararak hem FSH hem de LH'in etkisini
kolaylastirir (Richards 1980).

Antral folikullerdeki temel stereoidojenik hcreler, dstrojen sentezi igin
gerekli olan histogenetik Ozelliklere sahiptirler (Short 1962, Bjersing 1967, Ryan
1979). Ostrojen sentezini agiklamak icin Amstrong ve ark. (1979), “iki hiicre—iki
gonodotropin” modelini olusturmuslardir. Bu model dort temel 6zelligi icermektedir:
1) Granuloza hiicreleri FSH reseptoriine sahiptir, 2) Teka hiicreleri LH reseptorlerine
sahiptir, 3) FSH, granilloza hicrelerinde aromataz aktivitesini uyarir, 4) LH, teka

hiicrelerinde androjen sentezini uyarmaktadir.

Teka hiicrelerinde steroid hormonlarin sentezlenmesi sirasinda, LH'in
etkisiyle kolesterol pregnenonola gevrilir ve bir dizi 6nciil islemlerden gegtikten
sonra androjenler Uretilir (Sekil 1.13). Iki hiicre-iki gonodotropin hormon modeline
uygun olarak teka hiicreleri tarafindan iiretilen androjenler, Ostrojene cevrilecekleri

graniiloza hiicrelerine tagmirlar (Drummond 2006).

Andstrus ve postdstrus donemlerinde dstradiol diizeyi 60-70 pmol/ml'den az
iken, Ostrus déneminde 150-300 pmol/It seviyelerinde seyretmektedir. Ovulasyon
sekillenmezse 5-10 giin igerisinde Ostradiol miktar1 bazal diizeye inmektedir.
Bununla birlikte ovulasyon sekillenmisse, Ostradiol miktar1 2-3 gin igerisinde
azalacaktir. Luteal fazin ilk boliimiinde, gebelikte ve yalanci gebelikte Ostradiol
miktar1, genellikle 70 nmol/It nin altindadir (Verstegen 2004).
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Sekil 1.13. Ostradiol sentezinin mekanizmasi1 (Drummond 2006).

Progesteron, preantral folikillerdeki graniiloza hiicreleri tarafindan FSH a
yanit olarak diisiik diizeylerde iiretilir. Folikiil uyarici hormon bu etkisini P450
enziminin salinimin1 arttirarak saglar (Richards ve ark. 1995, Hillier 2001). P450
enzimi, progesteron sentezi mekanizmasinda ilk adimlardan biri olan kolesteroliin
pregnenolona ¢evrilmesinde rol oynamaktadir. Bununla birlikte FSH, pregnenolonun
progesterona doniismesini  saglayan 3B-HSD enziminin sentezlenmesini de
uyarmaktadir (Hsueh 1984, Richards 1988).

Progesteron, negatif geri besleme mekanizmasi ile hipofiz bezinden salinan
FSH ve LH hormonlarinm inhibe edilmesi ve ovulasyon icin gereklidir. Progesteron
reseptorii (PR) bloke edilen farelerde ovulasyonun gergeklesmedigi gézlenmistir.
Corpus luteumun oncelikli hormonal salgist olan progesteron, ayni zamanda

embriyonun gelisimini siirdiirebilmesi igin de gereklidir (Lydon ve ark. 1995).
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Plazma progesteron miktari, ovulasyon oncesi dénemde bazal diizeydedir.
Gebe ve yalanci gebe kedilerde progesteron diizeyi, ovulasyon sonrasi 24-50. saatler
arasinda artmaya baglar. Progesteron diizeyi, ilk ciftlesmeden sonra, 20-25 gin
icerisinde maksimum 100-200 nmol/It'ye kadar ¢ikabilmektedir. Gebe kedilerde
progesteron diizeyi gebeligin 25-35. giinden sonra azalmaya baslar ve 15-30 nmol/It
diizeyleri arasinda sabit kalir. Yalanci gebe kedilerde ise progesteron miktari
yaklagik 25. giinden itibaren diismeye baslar ve 30-40. giinler arasinda bazal degere
ulasir. Progesteron diizeyinin bu sekilde yavasca azalmasi yalanci gebe kediler igin

karakteristiktir (\Verstegen 2004).

Sonu¢ olarak GnRH'in etkisi altinda ©6n hipofiz bezinden salgilanan
gonadotropinlerin (FSH ve LH) uyarimi sonucu sentezlenen progesteron ve 6strojen
hormonlari, hem folikiiler hem de luteal donemlerde etkin rol oynamaktadirlar
(Senger 2003).

26



1.6. Calismanin Amaci

Mevcut ¢alismanin amaci dort ana baslik altinda toplanabilir:

a. Kedi graniiloza hiicre kiiltiirii protokolii gelistirilmesi.

Literatiir taramalarinda kedilere ait herhangi bir graniiloza hiicre kiiltiirii galigmasina
rastlanilmadigindan tezin bu asamasinda, optimum hiicre hazirlama ve kiltir

sartlarinin belirlenmesi hedeflendi.

b. Graniiloza hiicreleri tarafindan iiretilen bazal progesteron ve 0stradiol

duzeyinin belirlenmesi

Bu asamada kiiltiir ortaminda biiyiitiilen, belli sayidaki hiicrelerin sentezledigi bazal

progesteron ve dstradiol miktarinin arastirilmasi hedeflendi.

C. Graniiloza hiicreleri tarafindan iiretilen bazal progesteron ve ostradiol

diizeyine LH ve FSH hormonlarinin etkisinin arastirillmasi

Tezin bu asamasinda LH ve FSH hormonlarinin, uzun sireli kilturde, grantloza
hiicreleri tarafindan tiretilen progesteron ve dstradiol Uzerine etkisi arastirildi. Ayrica
bu ajanlarin kombine olarak kullanilmasmin steroidojenezis iizerine etkisi de

calisilda.

d. Kolesteroliin hiicresel steroid sentezi iizerine etkisinin arastirilmasi

Bu asamada kolesteroliin bazal progesteron ve oOstradiol sentezi Uzerine etkisi

arastirildi. Caligmada hiicre membranindan kolay gecis yapabilme 06zelliginden

dolay1 22R-hidroksikolesterol (22R-HC) kullanildi.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Arag ve Geregler

2.1.1. Hayvan materyali

Bu calismada hayvan sahipleri tarafindan Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiiltesi
klinigine kisirlastirma operasyonu igin getirilen, 1-3 yaslarinda toplam 18 saglikli
disi kedi kullanildi. Kisirlagtirma operasyonu sonrasi post-operatif bakimi yapilan
hayvanlar, saglikli olarak hayvan sahiplerine teslim edildi. Arastirma etik kurallara
uygun olarak (20.01.2010 tarih ve 10/03 sayili Kirikkale Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Etik Kurul Karar1) gerceklestirildi.

Kediler altisarli ii¢ gruba ayrildi. Ilk gruptaki kediler bazal progesteron ve
ostradiol duzeylerinin belirlenmesinde ve kolesteroliin (10ng/ml) bazal steroid
sentezi lizerine etkisinin incelenmesinde kullanildi. Ikinci gruptaki kediler, FSH (10
ve 100ng/ml) ile FSH (10 ve 100ng/ml) ve kolesteroliin (10ng/ml) kombine
kullaniminin bazal steroid sentezi iizerine etkisinin arastirilmasinda ve kalan son
gruptaki kediler ise, LH (10 ve 100ng/ml) ile LH (10 ve 100ng/ml) ve kolesteroliin
kombine uygulanmasiin bazal steroid sentezi lizerine etkisinin incelenmesinde

kullanildi.
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2.1.2. Kullanilan Cihazlar

1. Laminar flow kabini (Nive)

2. Inverted mikroskop (Olympus)

3. Karbondioksitli inkiibatér (Binder)

4. Masa tipi buharl otoklav cihazi (Systec)
5. Hava sterilizasyon cihazi (Light Prossess)
6. Etlv (Nlve)

7. Ultra saf su cihazi (Millipore)

8. Gamma sayac1 (Mini-assay type 6.20)

9. Vortex mixer (Stuart)

10. Santrifiij cihaz1 (Hettich)

11.Mini santriflj (Eppendorf)

12. Posetleme cihazi (Euroseal)

13. Su banyosu (Julabo)

14. Hassas terazi (Sartorius)
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2.1.3. Kullamilan Kimyasal Maddeler

1. Dulbacco's Modified eagles medium/Nutrient mixture F-12 HAM (Sigma D8437,
USA)

2. 22(R)-Hydroxycholesterol (Sigma H9384, USA)

3. 4-Androstene-3,17-dione (Sigma A9630)

4. Folicle Stimulate Hormone ( Bioniche)

5. Luteinizing Hormone (NHPP)

6. Pregnant mare serum gonadotrophin (Folligon)

7. ITS Liguid Media Supplement (Sigma 13146, USA)

8. Antibiotic/antimycotic gamma-irradiated cell culture tested (Sigma A5955, USA)

9. Albumine bovine fraction, v powder cell culture tested (Sigma A9418, USA)

10. Fetal Calf Serum (Sigma N4637)

11. Beta-Nicotinamide adenine dinucleotide hydrate (Sigma N7004, USA )

12. Nitro blue tetrazolium grade 111 crystaline (Sigma N5514,USA)

13. Trypan Blue Solution Cell Culture Tested (Sigma T8154, USA)

14. Phosphate Buffer Solution Tablets (Sigma 79382, USA)

15. Sigmacote (Sigma SL2, USA)
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2.2. Ydntem

2.2.1. Siiperfolikiilasyon Olusturma

Disi kedilere kisirlastrma operasyonu Oncesi Ostrusu ve bununla birlikte
stiperfolikiilasyonu uyarmak igin 1. gin 240 1U, 2. gin 120 IU equine choronic
gonodotropin (eCG; Folligon, Intervet, The Netherlands) enjeksiyonu (i.m) yapildi.
Hormon uygulamasmi takiben, belirgin Ostrus davranmislar1 (lordozis pozisyonu)

basladiktan bes giin sonra kedilere kisirlastirma operasyonu yapildi.

2.2.2. Graniiloza Hiicrelerinin izolasyonu

Disi kedilerden ovariohisterektomi operasyonu ile elde edilen ovaryumlar, soguk
zincirde ve steril sartlar altinda antibiyotik iceren DMEM/HAM F-12 mediumu
icerisinde laboratuara getirildi. Ovaryumlar (zerindeki fazla dokular makas
yardimiyla temizlendikten sonra ovaryumlarin disi steril PBS ile yikandi. Daha sonra
ovaryumlar +4 derecede, steril PBS igeren petri kabina aktarildi. Ovaryum
uzerindeki folikuller, bir enjektor vasitasi bir¢ok yerinden delinerek folikiil sivisinin
disar1 ¢ikmast saglandi. Daha sonra ince ucglu bir cerrahi makasi ile folikiiller ikiye
ayrildi. Granilloza hicreleri folikiil duvarindan 0.1 pl'lik bir 6ze araciligi ile ¢ok
nazik bir sekilde kazindi. Petri kabindaki PBS igerisinde toplanan hiicreler, 15 ml'lik

falkon tiipiiniin igerisine aktarildi.

Elde edilen hicreler 400 g'de 10 dk sure ile santrifuj edilip, Uzerindeki
siipernetant atildi. Hiicreler homojenize edildikten sonra iizerine, kan hiicrelerini
elemine etmek icin 2 ml steril saf su eklenerek 10 sn beklendi. Bu sure sonunda
falkon tlpi 15 ml ye kadar steril PBS ile tamamlandi. Hiicreler 400 g de 10 dk sure
ile tekrar santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernetant atilarak hucreler tekrar

homojenize edildi.
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Hiicrelerin son yikamasi antibiyotik iceren DMEM/HAM F-12 mediumu ile
500 g'de 5 dk siire ile santrifiij edilerek yapildi. Son yikama sonrasi hiicrelerin
tizerindeki medium atilarak hiicreler, 1 ml medium igerisinde homojenize edildi.
Daha sonra ayrismayan hiicrelerden kurtulmak i¢in, medium igerisinde homojenize
edilmis hiicreler 100 um’lik siizge¢ yardimiyla bagka bir falkon tiipline siiziildi.
Pleytin her bir kuyucuguna 50 upl hiicre siispansiyonu koyulmasi plandigi igin

hiicrelerin Uzeri, sayim sonrasi 1.2 ml’ye (24 kuyucuk x50 ul) tamamlandi.

2.2.3. Hiicrelerin Canhlik Oram ve Sayim

Yapilan her uygulamadan elde edilen hiicrelerin canlilik orani ve sayimi trypan blue
yardimiyla, thoma lami1 kullanilarak yapildi. Trypan blue boyasini alan hiicreler 6li,
almayan hiicreler ise canli kabul edildi (Sekil 2.1). Hiicrelerin canlilik oran1 % 20-30
arasinda idi. Hiicrelerin sayimi asagida belirtilen formiil ile hesaplandi. Sayimda

canli hucreler temel alindi.

Hiicre sayis1 (hiicre/ml) = Sayilan Canli Hiicre sayis1 x Sulandirma orani x 10000

Sekil 2.1. Inkiibasyon dncesi trypan blue ile graniiloza hiicre sayimm1 (x200)
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2.2.4. Hiicrelerin inkiibasyonu

Hicrelerin inktbasyonu igin 24 kuyucuklu hiicre kiltiiri pleytleri kullanildi. Hiicre
kaltard pleytinin her bir kuyucuguna, i¢ine penisilin (100 1U/ml), streptomisin (100
mg/ml), fungizone (2.5 pg/ml) ve %5 fetal calf serum (FCS) ilave edilmis medium
(500 ul/oyuk) konuldu. Ardindan daha 6nceden hazirlanmis olan hiicre siispansiyonu
bir otomatik mikropipet yardimiyla, her bir kuyucuga 50 pl olarak esit miktarda
aktarildi. Bu islemlerden sonra hiicreler %5 CO, igeren 37°C'ye ayarlanmis
inkiibatore kaldrildi. Hiicrelerin pleyt tabanina yapigsmasini saglamak igin ilk 24 saat
boyunca hiicrelere hicbir hormon uygulamasi yapilmadi. Birinci glinden sonra
hicreleri besleyen medium her 48 saatte bir degistirildi. Sonraki medium
degisimlerinde mediuma, %5 FCS ilave edilmedi, bunun yerine ITS premiksi (1.0
mg/ml insulin, 0.55 mg/ml transferrin ve 0.5 ug/ml selenyum) ilave edildi. Hiicreler
toplam 5 giin siire ile kiiltiir ortaminda yasatildi. Birinci ve tglincii gilinlerde
hiicrelere, steroidogenezis iizerine etkisi arastirilan ajanlarin farkli dozlar1 ilave

edildi. Ugiincii ve besinci giinlerde progesteron ve dstradiol analizleri yapildi.

2.2.5. Inkiibasyon Sirasinda Hiicrelere Uygulanan islemler

Inkiibasyonun birinci ve iigiincii giinlerinde hiicrelere, calismada olusturulan
uygulama gruplarina uygun olarak, asagida belirtildigi sekilde kolesterol (22R-HC)
FSH ve LH uygulamalar1 yapildi. Ayrica medium degisim giinlerinde hiicreler,
inverted mikroskop altinda bakteriyel tireme, kiiltir mediyumun rengi gibi

kontaminasyon belirtileri yoniinden incelendi.

Birinci grup kedilerden elde edilen granuloza hiicre stispansiyonu kontrol ve
kolesterol uygulama grubu (10 ng/ml) olarak pleytlere ayrildi

Ikinci grup kedilerden elde edilen granuloza hiicre siispansiyonu pleytlere

kontrol grubu, FSH (10 ng/ml), FSH (100 ng/ml), FSH (10 ng/ml) + LH (10 ng/ml)
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gruplart ile 22R-HC (10 ng/ml), FSH (10 ng/ml) + 22R-HC (10 ng/ml), FSH (100
ng/ml) + 22R-HC (10 ng/ml), FSH (10 ng/ml) + LH (10 ng/ml) + 22R-HC (10
ng/ml) gruplar1 olarak ayrildi

Son gruptaki kedilerden elde edilen granuloza hiicre suspansiyonu ise,
pleytlere kontrol grubu, LH (10 ng/ml), LH (100 ng/ml), LH (10 ng/ml) + FSH (10
ng/ml), ile 22R-HC (10 ng/ml), LH (10 ng/ml) + 22R-HC (10 ng/ml), LH (100
ng/ml) + 22R-HC (10 ng/ml), LH (10 ng/ml) + FSH (10 ng/ml) + 22R-HC (10
ng/ml) gruplar1 olarak ayrild1.

Tim gruplardan alman Orneklerde 3. ve 5. giinde bazal Ostradiol ve

progesteron diizeyleri dl¢ildi.

2.2.6. Kiiltiir Sonrasi Graniiloza Hiicrelerin Boyanmasi

Hiicrelerin boyanmasinda steroidojenik aktiviteye sahip olan hiicreleri boyayan 3p-
HSD boyamasi kullanildi. Bu boyama soliisyonu, tamponlanmis fizyolojik sivi (PBS)
icerisine % 0.1 oraninda bovine serum albumin (BSA), 1.5 mM NAD enzimi, 0.25
mM nitro blue tetrazolium ve 0.2 mM 5pB-androstene-33-o0l-17-one eklenerek

hazirlandi.

Once hiicrelerin ortamindaki kiiltiir mediumu pipetlenerek yerine 500 ul %
I’lik paraformaldehid ¢6zeltisi ilave edildi. Bu islemle pleytin tabanina yapisik olan
hicrelerin fikzasyonu saglandi. Yirmi dakika sonra paraformaldehid ortamdan
uzaklastirilip yerine 3B-HSD boyama soliisyonu ilave edildi. Hiicrelerin 1s1k
almamasi i¢in pleyt aliminyum folyo ile sarilarak, 37 °C’de 4 saat su banyosu iginde
inkiibasyona birakildi. Daha sonra inverted mikroskop altinda hiicrelerin gelisimleri

ve ne kadar boyandiklari incelendi.
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2.2.7. Hormon Analizi

Inkiibasyon bitiminde toplanan mediumlar, Ostradiol ve progesteron analizi
yapilincaya kadar —20 °C de dondurularak muhafaza edildi. Progesteron ve dstradiol
analizi gamma sayac1 cihazi (Mini-assay type 6.20) yardimiyla, DIA Source PROG-
RIA-CT KIP1458 ve E2-RIA-CT KIP0629 ticari hormon Kitleri kullanilarak, kiti

iireten firmanin protokoliine gore yapildi.

2.2.7.1. Progesteron Analizi

Kitte belirtilen protokole gore, kalibrasyon, kontrol ve numunelerin her biri igin
12x75mm boyutlarindaki antikor kapl tiipler etiketlendi. Total count 1 ve 2 i¢in 6zel
plastik tiipler kullanildi. Kalibrasyon, kontrol ve numuneler vorteks cihazi
kullanilarak karistirildi. Daha sonra her birinden 50 pl dikkatli bir sekilde
pipetlenerek etiketlenmis tiiplere kondu. Her bir tiipiin iizerine, total count 1-2 dahil,
500 pl tracer eklendi. Tiipler hafif bir sekilde karistirildiktan ve agizlari alimiinyum
folyo ile kapatildiktan sonra sicaklig1 37 °C’ye ayarlanmis su banyosuna bir saat siire
ile kaldirildi. Bu siire sonunda total count tiipleri harig, diger tiiplerin igleri
radyoaktif atik torbasina bosatildi. Daha sonra tiiplerin iizerine, total count harig,
her bir tipln igine 3 ml yikama solusyonundan konulup, 2 dk beklendi. Tupler
hafif¢e sallandiktan sonra tekrar radyoaktif atik torbasina bosaltildi. Bu islem
sonrasinda, tiipler birka¢ kat kurutma kagidi serilmis zemin lizerinde 2 dk ters
cevrilerek birakildi. Gamma sayaci cihazinda tiiplerin 60 saniyedeki Olglimleri
yapilarak sonuglar kaydedildi. Elde edilen sonuglar Mikrocal (TM) Origin 6.0
(Northampton, USA) grafik programi kullanilarak ng/ml’ye donistiirtildii.
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2.2.7.2. Ostradiol Analizi

Kitte belirtilen protokole uygun olarak; kalibrasyon, kontrol ve numunelerin her biri
icin 12x75 mm boyutlaridaki antikor kapl tiipler etiketlendi. Total count 1 ve 2 i¢in
Ozel plastik tiipler kullanildi. Kalibrasyon, kontrol ve numuneler vorteks cihazi
kullanilarak karistirildi. Daha sonra her birinden 100 pl dikkatli bir sekilde
pipetlenerek etiketlenmis tiiplere kondu. Her bir tlpun Uzerine, total count 1 ve 2
dahil, 1000 p1 **lodine E2 tracer eklendi. Tiipler hafif bir sekilde karistirildiktan ve
agizlar1 alimiinyum folyo ile kapatildiktan sonra sicakligi 37 °C'ye ayarlanmis su
banyosuna {i¢ saat siire ile kaldirildi. Bu siire sonunda total count tiipleri harig, diger
tuplerin icleri radyoaktif atik torbasma bosatildi. Daha sonra tiiplerin tizerine, total
count harig, her bir tlpln i¢ine 3 ml yikama solusyonundan konulup, 2 dk beklendi.
Tiipler hafifce sallandiktan sonra tekrar radyoaktif atik torbasina bosaltildi. Bu islem
sonrasinda tipler, birka¢ kat kurutma kagidi serilmis zemin Uzerinde 2 dk ters
cevrilerek birakildi. Gamma sayaci cihazinda tiiplerin 60 saniyedeki Olglimleri
yapilarak sonuglar kaydedildi. Elde edilen sonuglar, Mikrocal (TM) Origin 6.0
(Northampton, USA) grafik programi kullanilarak pg/ml‘ye doniistiiriildi.

2.2.8. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi SAS 8.02 (Inst. Cary NC. USA) paket
programi ile yapildi. Kiltliriin tgilincii ve besinci gilinline ait verilerin istatistiki
hesaplamalar1 ve gruplarm ortalama degerleri arasindaki farkliliklarin 6nemliligi i¢in
General Linear Model (GLM) prosediirii, farkin anlamli oldugu gruplar arasindaki
onemliligin kontrolii iginde Tukey testi uygulandi. Sekiller Graph Pad Prism 4.0

programu ile ¢izildi.
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3. BULGULAR

3.1. Hiicre Boyamasi

Kiiltiir 6ncesi ve sonrasi graniiloza hiicrelerine 33-HSD enzim boyamas1 uygulandi.
Kiiltir oncesi Sekil 3.1.°de goriildiigii tlizere baslangigta yuvarlak olan hiicreler
inkiibasyon sirasinda, kiiltiir pleytinin tabanina yapisarak biiylimeye devam etmis ve
birbiri ile iletisim saglamak i¢in dallanmalar olusturmustur (Sekil 3.2). Bu durum
bize besinci giiniin sonunda hiicrelerin hala aktif oldugunu ve inkiibasyon siiresince
saglikl1 bir sekilde fonksiyonlarina devam ettigini géstermektedir. Eger hiicreler daha
onceden Olmiis olsaydi 3B-HSD enzimi aktivitesinden bahsetmek mimkin
olmayacagindan, hiicreler olimden sonraki siireye bagli olarak ya hi¢ renk
almayacak ya da enzim kalintilarindan dolay1 ¢ok hafif olarak boyanacakti. Hiicre

gelisimi ve biiylimesi de tamamlanmayacakti.

Kiiltiir sonrasinda yapilan 33-HSD enzim boyamalar: incelendiginde (Sekil
3.2-3.9), 22R-HC (10 pg/ml) ile FSH (100 ng/ml)’mn kombine kullanildig1 grubun
sadece 22R-HC (10 pg/ml) eklenen gruba gore daha koyu boyandigi gézlendi (Sekil
3.6 ve Sekil 3.7).

Sekil 3.1. Inkiibasyon dncesi boyanmus kedi graniiloza hiicreleri (x200)
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Sekil 3.2. Inkiibasyonun besinci giiniinde, Kkiltiir pleyti kontrol
grubunda boyanmuis kedi grantiloza hiicreleri (x200)

Sekil 3.3. Inkiibasyonun besinci giiniinde, kiiltir pleyti FSH
(100 ng/ml) grubunda boyanmis kedi graniloza hicreleri (x200)
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Sekil 3.4. Inkiibasyonun besinci giiniinde, kiiltiir pleyti LH (100 ng/ml)
grubunda boyanmis kedi grantiloza hucreleri (x200)

Sekil 3.5. Inkiibasyonun besinci giiniinde, kiiltiir pleyti FSH (10 ng/ml)
+ LH (10 ng/ml) grubunda boyanmis kedi graniiloza hicreleri (x200)
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Sekil 3.6. Inkiibasyonun besinci giiniinde, kiiltiir pleyti 22R-HC
(10 pg/ml) grubunda boyanmis kedi graniiloza hicreleri (x200)

Sekil 3.7. Inkiibasyonun besinci giiniinde, kiiltiir pleyti 22R-HC
(10 pg/ml) + FSH (100 ng/ml) grubunda boyanmis kedi graniloza
hicreleri (x200)
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Sekil 3.8. Inkiibasyonun besinci giiniinde, kiiltiir pleyti 22R-HC
(10 pg/ml) + LH (100 ng/ml) grubunda boyanmis kedi graniiloza
hicreleri (x200)

Sekil 3.9. Inkiibasyonun besinci giiniinde, kiiltiir pleyti 22R-HC
(10 pg/ml) + FSH(10 ng/ml) + LH(10 ng/ml) grubunda boyanmis kedi
graniloza hucreleri (x200)
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3.2 Hormon Analiz Bulgulan

3.2.1.  Kolesteroliin Bazal Stereoidogenezis Uzerine EtKisi

22R-HC uygulanan gruplarda hem progesteron hem de ostradioliin bazal Gretim
miktarinda istatistiksel agidan onemli miktarda bir artis gozlendi (p<0.05). Bu artig

bes glinliik hiicre kiiltiirii boyunca devam etti.

Uretilen progesteron miktar1 agisindan kiiltiiriin 3. ve 5. giinlerinde, kontrol
grubu ile 22H-RC uygulanan grup arasindaki fark énemli (p<0.001) bulundu (Sekil
3.10). Bu farkin 3. giinde 9.1 kat, 5. giinde ise 13.5 kat oldugu gozlendi. Bununla
birlikte kontrol grubunun 3. ile 5. giinli arasinda sentezlenen progesteron miktari
bakimindan 6nemli bir fark olmamasma karsin, 22H-RC grubunda 3. ile 5. giin
arasimdaki fark 6nemli bulundu (p<0.001).

Kiltarin 3. glninde 22H-RC grubunda iiretilen 6stradiol miktari ile kontrol
grubundaki miktar arasinda 6nemli bir fark bulunmamasina ragmen, 5. giinde bu
gruplar arasindaki fark 6nemli (p<0.001) bulundu (Sekil 3.11). Kultirin 3. ile 5.
gilinler1 kiyaslandiginda hem kontrol grubunda hem de kolesterol grubunda
sentezlenen Ostradiol miktarinda énemli miktarda artig goruldi (p<0.01). Bu artis

kontrol grubunda 5.7 kat, kolesterol grubunda ise 7.1 kat olarak hesaplandi.
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Sekil 3.10. Kedi graniiloza hiicreleri tarafindan {iretilen bazal progesteron diizeyi iizerine
kolesteroliin etkisi. (%) Kontrol (*&) 10 pg/ml 22R-HC. n=6, (a,b, c: p<0.001)
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Sekil 3.11. Kedi graniiloza hiicreleri tarafindan iiretilen bazal 6stradiol diizeyi zerine kolesteroliin
etkisi. () Kontrol (*=)10 png/ml 22R-HC. n=6, (a,b,c: p<0.01)
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3.2.2. Folikiil Uyarier Hormonun Steroidogenezis Uzerine Etkisi

Kiltariin hem 3. hem de 5. gunlerinde FSH (10 ve 100 ng/ml) uygulanan gruplarda
progesteron Uretimi agisindan, kontrol grubuna goére Onemli bir artis gézlendi
(p<0.05). Bu artigin kiiltiirtin 3. giiniinde 2.8 - 3.4 kat ve 5. gununde ise 3.5-3.7 kat
arasinda oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte kiiltlir siiresince FSH
uygulamalarinda, sentezlenen progesteron diizeyinde doza baglh bir artis gérilmedi
(p>0.05) (Sekil 3.12).

Folikiil uyarict hormon (10 ng/ml) ile LH (10 ng/ml) "m kombine uygulandig:
gruplar, kontrol grubuyla karsilastirildiginda progesteron iiretimi bakimindan
kaltarin 3. ve 5. giinlerinde istatiksel agidan Onemli bir fark tespit edilmedi.
Kiiltiiriin 3. ile 5. giinii arasindaki progesteron liretimi kiyaslandiginda ise aradaki

fark 6nemli bulunmadi (p>0.05) (Sekil 3.12).

Kiltirtin 3. ve 5. giinlerinde, FSH'm disik (10 ng/ml) ve yiksek (100
ng/ml) dozlarinn uygulandigi gruplarda stradiol sentezi incelendiginde dnemli bir
fark tespit edilmedi (Sekil 3.13). Bununla birlikte kiiltiiriin 3. ve 5. giinleri arasinda
ostradiol iiretimi agisindan olugan fark énemli bulundu (p< 0.001). Bu fark kiltiiriin

3. gliniinde 1.7 - 3.4 kat ve 5. giintinde ise 3.7 kat arasinda degismektedir.

Folikiil uyarict hormon (10 ng/ml) ile LH (10 ng/ml) "in kombine uygulandig:
gruplar, kontrol grubuyla karsilastirildiginda 6stradiol {iretimi bakimindan kiiltiiriin
3. ve 5. giinlerinde istatiksel agidan 6nemli bir fark tespit edilmedi. Kilturun 3. ile 5.
giinii arasindaki Ostradiol tiretimi kiyaslandiginda ise aradaki fark 6nemli (p<0.01)
bulundu (Sekil 3.13).

22R-Hydroxycholesterol (10 ng/ml) uygulanan gruplarda kalttrin 3. ve 5.
gunlerinde progesteron tiretimi bakimindan FSH'm diisiik dozu ile yiiksek dozu
arasida olusan fark 6nemli bulunmadi (Sekil 3.14). Bununla birlikte FSH uygulanan
gruplar, sadece 22R-HC uygulanan grup ile karsilastirildiginda ise olusan farkin
onemli oldugu tespit edildi (p<0.001). Bu artisin FSH in uygulanan dozuna baglh
olarak kilturun 3. glninde 2.8-3.4 kat, 5. giintinde ise 3.5-3.7 kat arasinda degistigi
gordlda.
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Kontrol grubuna kiyasla, folikiil uyarict hormonun disiik (10 ng/ml) ve
yuksek (100 ng/ml) dozlarinin 22R-HC nin 10 ng/ml dozu ile kombine kullanildig:
gruplarda kaltarin 3. ve 5. glnlerinde 6stradiol miktarmda doza bagh bir etki
gozlenmemesine ragmen, kiiltliriin 3. ve 5. giinii arasinda istatiksel agidan 6nemli bir
artis (p<0.001) tespit edildi (Sekil 3.15). Bu artisin, sadece 22R-HC uygulanan
grupla karsilastirildiginda kiltirin 3. giintinde 1.6-1.8 kat ve 5. glnunde ise 2.7-2.8

kat arasinda oldugu gdzlendi.

22R-HC (10 ng/ml), FSH (10 ng/ml) ve LH (10 ng/ml) hormonlarinin
kombine uygulandig1 gruplarda, 6stradiol ve progesteron iiretimi bakimindan sadece
3. ile 5. giin arasinda olusan farkin 6nemli oldugu tespit edildi (p<0.001). FSH
(10 ng/ml) ve LH in (10 ng/ml) tek basina uygulandig1 gruplar ile kiyaslandiginda
ise olusan farkin 6nemli olmadig: goriildi (Sekil 3.14 ve Sekil 3.15).
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Sekil 3.12. Kedi graniiloza hiicreleri tarafindan {iretilen bazal progesteron diizeyi iizerine FSH 'in

doza bagh etkisi. () Kontrol (&%) FSH 10 ng/ml (=) FSH 100 ng/ml (I11) FSH 10 ng/ml+LH 10

ng/ml. n=6, (a,b: p<0.05)

175+
1504
125+
1004

Ostradiol (pg/10* hiicre)

Giinler

Sekil 3.13. Kedi graniiloza hiicreleri tarafindan tiretilen bazal 6stradiol diizeyi Uizerine FSH “in doza
bagl etkisi. (%) Kontrol (&%) FSH 10 ng/ml (=) FSH 100 ng/ml (Ill) FSH 10 ng/ml+LH 10
ng/ml. n=6, (a,b: p<0.001)
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Sekil 3.14. Kedi graniiloza hiicreleri tarafindan iiretilen progesteron diizeyi {izerine FSH 'in, LH ve
22R-HC ile kombine kullanimmnin etkisi. (%) 22R-HC 10 pg/ml (%=) 22R-HC 10 ug/ml + FSH 10
ng/ml (=) 22R-HC 10 pg/ml + FSH 100 ng/ml (1] ) 22R-HC 10 pg/ml + FSH 10 ng/ml + LH 10
ng/ml. n=6, (a,b,c,d: p<0.05)
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Sekil 3.15. Kedi graniiloza hiicreleri tarafindan {iretilen 6stradiol diizeyi lizerine FSH "in, LH ve 22R-
HC ile kombine kullaniminin etkisi. (#88) 22R-HC 10 pg/ml (¥&%) 22R-HC 10 pg/ml + FSH 10 ng/ml
(=) 22R-HC 10 pg/ml + FSH 100 ng/ml (1) 22R-HC 10 ug/ml + FSH 10 ng/ml + LH 10 ng/ml.
n=6, (a,b: p<0.001)
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3.2.3. Luteinlestirici Hormonun Steroidogenezis Uzerine EtKisi

Kdltdrin 3. ve 5. glininde LH in uygulandig: diistik (10 ng/ml) ve yiiksek doz (100
ng/ml) gruplar ile kontrol grubu arasinda progesteron sentezi agisindan istatiksel
olarak 6nemli bir fark gézlenmedi. Ayni zamanda LH i disiik ve yiiksek doz olarak
uygulandig1 gruplarda da progesteron sentezi incelendiginde kiiltiiriin 3. ve 5. guni

arasinda istatiki agidan dnemli bir fark bulunmadi (Sekil 3.16).

Liiteinlestirici hormon (10 ng/ml) ve FSH (10 ng/ml) i kombine uygulandig:
gruplar kontrol gore kiyaslandiginda progesteron sentezi agisindan kiiltiiriin 3. ve 5.
gunlerinde istatiksel olarak 6nemli bir fark bulunmadi. Liiteinlestirici hormon (10
ng/ml) ve FSH (10 ng/ml)’ m kombine uygulandig1 gruplarda progesteron tiretimi
bakimindan, 3. ile 5. giin arasinda olusan fark onemli bulunmadi (p>0.05) (Sekil

3.16).

Kiiltiiriin 3. glinlinde LH 1 uygulandig1 gruplarda Gstradiol sentezi agisindan
kontrole gore istatiksel 6nemde bir fark tespit edilmemesine ragmen, kiiltiiriin 5.
gilinlinde yiiksek doz LH uygulanan grupta olusan fark 6nemli (p<0.05) bulundu
(Sekil 3.17). Liiteinlestirici hormonun diisiikk ve yiiksek dozlarinin uygulandigi
gruplarda kiiltliriin 3. giinii ile 5. giinii arasinda Ostradiol sentezi acisindan olusan
fark o6nemli bulundu (p<0.001) (Sekil 3.17). Bu farkin kontrol grubu ile
kiyaslandiginda, 4.0 ile 4.7 kat arasinda degistigi gozlendi.

Liiteinlestirici hormon (10 ng/ml) ve FSH (10 ng/ml) in kombine uygulandig:
gruplar kontrol gore kiyaslandiginda Ostradiol sentezi agisindan kiiltiiriin 3. ve 5.
giinlerinde istatiksel olarak 6nemli bir fark bulunmadi. Liiteinlestirici hormon (10
ng/ml) ve FSH (10 ng/ml)'n kombine uygulandigi gruplarda Ostradiol sentezi
agisindan 3. ile 5. giin arasinda olusan farkin 6nemli oldugu (p<0.01) tespit edildi
(Sekil 3.17).

Kulttrin 3. ve 5. ginlerinde LH in diisik ve yiiksek dozunun 22R-HC ile
kombine uygulandigi gruplarda, Ostradiol ve progesteron iiretimi acisindan doza
bagl bir fark bulunmadi. Liiteinlestirici hormonun diisiik ve yiliksek dozlarinin 22R-
HC (10 ng/ml) ile kombine kullanildig1 gruplarda kiiltiiriin 3. ile 5. giinleri arasinda

hem Ostradiol hem de progesteron miktarinda meydana gelen artismm Onemli
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(p< 0.001) oldugu gozlendi (Sekil 3.18 ve Sekil 3.19). Bununla birlikte LH in 22R-
HC ile kombine uygulanmasi sadece LH uygulanan gruplarla kiyaslandiginda
progesteron sentezinde klturiun 3. giintinde 3.0-3.4 kat ve 5. guniinde ise 4.8-6.1 kat
kadar bir artis gdzlenmistir. Ostradiol sentezinde ise kilturin 3. giiniinde 0.9-1.0 kat

ve 5. guiniinde ise 2.4-2.6 kat kadar bir artig saglamustir.

22R-HC (10 ng/ml), LH (10 ng/ml) ve FSH (10 ng/ml) hormonlarmin
kombine uygulandig1 gruplarda, progesteron ve gstradiol Uretimi bakimidan sadece
3. ile 5. giin arasinda olusan farkin 6nemli oldugu tespit edildi (p<0.001). LH
(10 ng/ml) ve FSH in (10 ng/ml) tek basina uygulandigi gruplar ile kiyaslandiginda
ise olusan farkin 6nemli olmadig: goriildi (Sekil 3.18 ve Sekil 3.19).
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Sekil 3.16. Kedi graniiloza hiicreleri tarafindan iiretilen bazal progesteron diizeyi lGzerine LH “in
doza bagl etkisi. (%) Kontrol (%) LH 10 ng/ml (=) LH 100 ng/ml (I11) LH 10 ng/ml + FSH
10 ng/ml. n=6
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Sekil 3.17. Kedi graniiloza hiicreleri tarafindan tiretilen bazal dstradiol diizeyi tizerine LH ‘“in
doza bagli etkisi. (%) Kontrol (%=%) LH 10 ng/ml (=) LH 100 ng/ml (I11) LH 10 ng/ml + FSH
10 ng/ml. n=6, (a,b: p<0.001; a,c: p<0.001; b,c: p<0.05)
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Sekil 3.18. Kedi graniiloza hiicreleri tarafindan iretilen progesteron diizeyi iizerine LH ‘in, FSH ve
22R-HC ile kombine kullaniminin etkisi. (%) 22R-HC 10 ug/ml (¥&%) 22R-HC 10 pg/ml + LH 10
ng/ml (=) 22R-HC 10 pg/ml + LH 100 ng/ml (/1]) 22R-HC 10 pg/ml + LH 10 ng/ml + FSH 10
ng/ml. n=6, (a,b: p<0.001)
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Giinler

Sekil 3.19. Kedi graniiloza hiicreleri tarafindan tretilen 6stradiol diizeyi tizerine LH '1n, FSH ve 22R-
HC ile kombine kullaniminin etkisi. (%% ) 22R-HC 10 pg/ml (%= ) 22R-HC 10 pug/ml + LH 10 ng/ml
(=) 22R-HC 10 pg/ml + LH 100 ng/ml (I11) 22R-HC 10 pg/ml + LH 10 ng/ml + FSH 10 ng/ml.
n=6, (a,b: p<0.001)
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4. TARTISMA VE SONUC

Granuloza hiicre fizyolojisi inekler basta olmak tizere birgok tiirde, onlarca arastirici
tarafindan incelenmistir (May ve Schomberg 1981, Benhaim ve ark. 1995, Bréard ve
ark. 1998, Greisen ve ark. 2001, Tosca ve ark. 2005). Ancak tarafimizdan yapilan
literatiir taramasinda bu giine kadar, kedilerde ger¢eklestirilen herhangi bir graniiloza
hiicre kiiltiiri calismasina rastlanilmamistir. Dolayisiyla bu ¢alisma kedi graniiloza

hiicre kiiltiirii alaninda yapilan ilk calisma 6zelligini tasimaktadir.

Grantiloza hiicrelerinin gelisimi ve steroidojenik aktivitenin devamliliinda
rol oynayan bir¢ok faktér bulunmaktadir. Bu faktérler icerisinde FSH ve LH etkisi en
fazla arastirilan ajanlardir (Willis ve ark. 1996, Greisen ve ark. 2001, Johnson ve ark.
2002, Chandras ve ark. 2007). Ancak bunlardan hig birinin kedi grantloza hucreleri

iizerine etkisi arastirilmamistir.

Bilindigi lizere kedilerin ovaryum fizyolojisi (provoke ovulator olmalarindan
dolay1) diger evcil hayvanlara gore farkliliklar gostermektedir. Bu farkliliktan en ¢ok
etkilenen graff folikiilii ve dolayisiyla graniiloza hiicreleridir. O nedenle bu tiire ait
graniiloza hiicre fizyolojisinin arastirilmasima ihtiyag duyulmaktadir. Bundan dolay1
bu ¢alismada kedi graniiloza hiicreleri iizerine gonadotropinlerin etkisi arastirilmistir.
Bununla birlikte steroid hormonlarmn sentezlenmesinde 6nemli rolli olan 22R-HC nin
tek basma veya gonadotropinlerle kombine kullanimmnin steroidogenezis Uzerine

etkisi de bu ¢alismada incelenmistir.

Granuloza hicre Kkaltiri  Gzerine yapilan c¢alismalar1  karsilastirirken
arastirmacilarin, hiicrelerin pleyte yapismasi i¢in kullandiklari metod g6z Onlinde
bulundurulmalidir. Bazi arastirmacilar serumlu pre-inkiibasyon yoéntemini tercih
ederken, bazilar1 ise serumsuz pre-inkiibasyonu tercih etmislerdir. Bu iki yonteminde
avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Serumlu pre-inkiibasyonda, kullanilan FCS
icerisinde bir¢ok bilinmeyen faktor bulunmasi yapilan spesifik hormon ¢aligmalarini
ne Olgilide etkiledigi bilinmemektedir. Serumsuz pre-inkiibasyon uygulamalarinda ise
hiicrelerin pleyte yapismasi tam saglanamadigindan hiicre kaybi1 meydana
gelmektedir. Shanmugam ve ark. (2009)'nin bu sorunu asmak igin fibronektin ile

pre-inkiibasyon uygulamasi yaparak tamamen serumsuz bir bufalo graniiloza hicre
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kaltird metodu gelistirmiglerdir. Shanmugam ve ark. (2009) nin gelistirdikleri bu
graniloza hiicre kultlri metodu sonucunda daha ©nceki serumlu pre-inkiiasyon
caligmalariyla (Silva ve Price 2000, Bhushan ve ark. 2004) benzer olarak, kiltir
siiresince bazal Ostradiol miktarinda azalma, progesteron miktarinda ise artig oldugu
bildirilmistir. Bu sekilde kulttr siresince, dstradiol Gretiminin stabil kalmasimin
saglanamamas1 graniloza hicrelerinin luteinezasyona ugramis olabileceklerini

distindurmektedir (Shanmugam ve ark. 2009).

Gutierrez ve ark. (1997)'nin yaptiklar1 ¢alismada ise serum ile pre-inkiibe
edilen graniloza hucrelerinin serumsuz pre-inkiilbasyona goére daha az miktarda
ostradiol sentezledigi, Uretilen progesteron miktarinda ise degisme olmadigi rapor
edilmistir. Gutierrez ve ark. (1997) buna dayanarak, serumla pre-inkiibasyonun
hicrelerin toplam steroidojenik kapasitesinde bir azalmaya neden oldugu sonucuna

varmistir.

Yapilan bu kedi graniiloza hiicre kiiltirii ¢alismasinda ise Langhout ve ark.
(1991) ile Spicer ve ark. (2004)'nin kullanmis olduklar1 pre-inkiibasyon metoduna
benzer olarak hiicre yapismasini saglamak igin serumlu pre-inkiibasyon metodu
kullanildi.  Fakat, daha Onceki arastrmacilarmm  bildirdikleri  serumdan
kaynaklanabilecek dezavantajlari1 minimize etmek i¢in (serumdaki bilinmeyen
faktorler ve toplam steroidojenik kapasiteyi azaltmasi) graniloza hiicrelerinin pre-
inkiibasyonda kullanilan FCS un orani1 daha az (%5) olarak ve daha kisa siire (18

saat) ile uygulandi.

Bazal Ostradiol miktari, hem serumlu hem de serumsuz pre-inkiibasyon
metodunu kullanan daha 6nceki bazi arastirmacilarin bildirdiklerinin (Berndtson ve
ark. 1995, Yang ve Rajamahendran 1998, Shanmugam ve ark. 2009) aksine, kilttr
stiresince artis gosterdi. Bazal progesteron miktarinda ise hem serumlu hem de
serumsuz pre-inkiibasyon metodunu kullanan 6nceki ¢alismalarin (Silva ve Price
2000, Bhushan ve ark. 2004) aksine kultr boyunca istatiksel agidan 6nemli bir artis
g6zlenmedi. Kultlr slresince sentezlenen Ostradiol miktarinda artis gézlenmesi ve
progesteron miktarnin  degismemesi, graniloza hicrelerinin  steroidojenik

ozelliklerini saghkli bir sekilde siirdiirdiiklerini gostermektedir.
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Jimenez-Krassel ve Ireland (2002)'m inek graniiloza hiicrelerinde yaptigi
calismada FSH’m 1, 10 ve 100 ng/ml dozlarinda 48 saat siire ile uygulanmasi
progesteron sentezini 6nemli miktarda uyarmistir (p<0.05). Bhushan ve ark.
(2004)'nin serum pre-inkiibasyonlu yaptig1 hiicre kiiltiirii ¢aligmasinda da benzer
sonuclar elde edilmistir.

Mevcut ¢alismada ise, kedi graniiloza hiicrelerine FSH’m 10 ve 100 ng/ml
dozlarinda uygulanmasi, kulttrin 3. ve 5. gunlerindeki progesteron diizeyini 6nemli
miktarda arttrmustir (p<0.001). Ostradiol diizeyinde ise kiiltiir boyunca istatiksel
olarak O6nemli uyarici bir etki meydana getirmemistir (p>0.05). Elde edilen bu
sonuclar, serum pre-inkiibasyonlu hiicre kaltirt sistemini kullanan Yang ve
Rajamahendran (1998) ile Jimenez-Krassel ve Ireland (2002)'in yapmis olduklar1
caligmalarla benzerlik gostermektedir. Bununla birlikte Jimenez-Krassel ve Ireland
(2002)'1in galismalarinda bildirdiklerinin aksine bu ¢alismada progesteron sentezi
Uzerine FSH1in 10 ve 100 ng/ml dozlar1 arasinda istatiksel olarak énemli bir fark
tespit edilmedi.

Yang ve Rajamahendran (1998)'in yapmis olduklar1 calismada, kiguk
foliklllerden elde edilen graniiloza hiicreleri Uizerine LH 1n etkisini incelenmistir. Bu
arastiricilar LH 1in progesteron ve Ostradiol sentezi itizerine uyarict bir etkisinin
olmadigini bildirmislerdir. Yang ve Rajamahendran (1998) in elde ettikleri sonuclar
ile benzer olarak yaptigimiz bu ¢alismada da kilturin 3. glininde, kedi grantloza
hucreleri (zerine LH i 10 ve 100 ng/ml dozlarinda uygulanmasinin progesteron ve
Ostradiol sentezi Uzerine etkisinin olmadig: tespit edildi. Kiltiriin 5. guniinde ise
Yang ve Rajamahendran (1998)"1n bildirdiklerinin aksine yliksek doz LH uygulamasi
ostradiol sentezini uyarmaktadir. Kiltir boyunca LH n, uygulanan diisiik ve yiiksek
dozlar1 arasinda da progesteron ve Ostradiol tretimi agismdan 6nemli bir fark

bulunmadi (p> 0.05).

Buna ilaveten mevcut calismada, FSH (10 ng/ml) ile LH (10 ng/ml)
hormonlarinin kombine kullaniminm da kiltiriin 3. ve 5. glninde, progesteron ve

ostradiol sentezi tizerine 6nemli bir etki gostermedigi ortaya konmustur.
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Yapilan literatiir taramalarina gore, kedi granuloza hicre kiltirinde
steroidogenezis Uzerine 22R-HC'nin etkisine ilk defa bu ¢alismada bakildi. Daha
once Arikan ve Yigit (2009) kedi luteal hiicre kilturiinde progesteron sentezi tizerine
22R-HC’nin etkisini arastirmuglardir. Yaptiklar1 ¢alismada, 10 pg/ml 22R-HC
uygulanan gruplarda bazal progesteron dizeyinin kiltirin 3. glninde 2.7 kat ve 5.
gliniinde ise 5.1 kat arttigin1 bildirmislerdir. Yaptigimiz bu graniiloza hiicre kiiltiirii
calismasinda ise progesteron sentezi, 10 pg/ml 22R-HC nin etkisine bagl olarak
kiltdriin 3. glnunde 9.1 kat ve 5. guniinde ise 13.5 kat artig gosterdi.

Folikiil uyaric1 hormon ve LHin degisik dozlarmm 22R-HC ile birlikte
kombine etkisi de yine ilk defa mevcut ¢calismada ortaya konmustur. Folikiil uyarici
hormonun 22R-HC ile kombine uygulandigi gruplarda hem progesteron hem de
Ostradiol miktarinda 6nemli bir artis oldugu gozlendi. Steroid hormon Uretimi
acisindan kiyaslandiginda progesteron sentezinde meydana gelen artig, Ostradiol
sentezine gore kilttrdn 3. gintinde 1.8 kat, 5. gtiniinde ise 1.3 kat daha fazla oldugu
g0Ozlendi. Liiteinlestirici hormonun 22R-HC ile kombine uygulandig: gruplarda ise
progesteron sentezinin 6stradiol sentezine gore kiltiiriin 3. giiniinde yaklasik olarak
3.3 kat ve 5. gliniinde ise 2.3 kat daha fazla oldugu tespit edildi. Bu da bize FSH ve
LH’in distik ve yiikksek dozlarmm 10 pg/ml 22R-HC ile kombine uygulanmasmin
progesteron sentezini, ostradiol sentezine gore daha fazla oranda etkiledigini
gOstermektedir. Bunda 22R-HC nin progesteron sentezinde énemli rol oynamasinin

etkili oldugu diisiiniilmektedir.

Kiiltiir sonrasi yapilan 33-HSD enzim boyamalar1 incelendiginde ise 22R-HC
(10 pg/ml) ile FSH (100 ng/ml)"in kombine kullanildigi grubun, sadece 22R-HC (10
pug/ml) uygulanan gruba gore daha koyu boyandig1 gézlendi. Bu gruplar, progesteron
sentezi agisindan kiyaslandiginda ise daha koyu boyanan grupta progesteron
sentezinin 6nemli miktarda fazla oldugu tespit edildi. Bu da bize 33-HSD enzim
boyamasinin luteal hiicrelerde uygulandigi gibi (Arikan ve ark. 2009) grantloza
hiicrelerindeki progesteron aktivitesinin ortaya konmasinda da kullanilabilecegini

gostermektedir.

Sonug olarak, bu calisma ile kedilerde ilk defa graniiloza hiicre kultlri

modeli gelistirilmistir. Diger hayvanlar iizerinde yapilan 6nceki bazi galismalarda
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ifade edilen, Kilttr slresince ostradiol sentezindeki diismenin ve progesteron
sentezindeki artisin engellenememe problemi ile bu ¢alismada karsilasilmamistir. Bu
problemin kedi graniiloza hucrelerinin pre-inkiibasyonunda FCS un %5 oraninda 18
saat stireyle kullanilmasi ile asildig1 diistiniilmektedir. Steroid hormon Uretiminde
onemli role sahip olan kolesteroliin kedi graniloza hiicreleri tizerine etkileri de bu

calisma ile ortaya kondu.

Elde edilen veriler 151ginda kedi graniiloza hiicrelerinden sentezlenen
progesteron miktari tizerine LH uygulamasinin herhangi bir etki saglamadigi, FSH n
ise progesteron Uretimini 6nemli miktarda arttig1 tespit edildi. Bununla birlikte
yiiksek doz LH uygulamasmin dstradiol sentezini uyardigi, FSH uygulamasmin ise
Ostradiol sentezinde ©onemli bir fark olusturmadigi ortaya konmustur. Mevcut
calisgmada, FSH uygulamasmin progesteron sentezini uyarmasi ve Ostradiol
sentezinde ise Onemli bir artis saglamamasi, granuloza hucrelerinin 10 ng/ml
FSH'den daha yiiksek doza maruz kalmasmin luteinizasyonu uyardigi
diistiniilmektedir. Bu durum diger tiirler tizerinde yapilan 6nceki bazi ¢aligmalarla
benzer olarak kedi granuloza hicre kiltlrl ¢aligmalarinda da asilmasi gereken

noktalardan biri olarak durmaktadir.
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