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OZET

Kedilerde Antimiillerian Hormonun Folikiilogenezisteki Rolii ve

Ovaryohisterektomi Sonrasi Seyri

Yapilan bu ¢alismada kedilerde antimiillerian hormonun folikiilogenezisteki rolii ve
ovaryohisterektomi sonrasi seyrinin arastirilmasi amaglandi.

Calisma, yaglar1 5-48 ay arasinda degisen, 3.07+£0.5 kg canhi agirliginda 20 adet
saglikli disi kedide gerceklestirildi. Kediler, seksiiel siklus, yas ve viicut agirliklarina gére
smiflandirildi. Serum antimiillerian hormon (AMH), E2, P4, FSH ve LH seviyelerinin tespiti
icin operasyon oncesi (0.giin) ve postoperatif (p.o) 3 ve 10. giinlerde kan 6rnekleri alindi.
Ovaryum folikiillerindeki AMH ifadesinin tespiti immunohistokimyasal ydntemle
gerceklestirildi.

Postoperatif AMH seviyelerinde operasyon 6ncesine gore bir azalma oldugu goriildii
(p<0.05). Seksiiel siklusun donemi, yas ve viicut agirhigimin AMH seviyesini etkilemedigi
goriildi. Postoperatif 3.giinde serum FSH ve LH seviyeleri arasinda negatif bir korelasyon
tespit edilirken (p<0.01), AMH ve LH seviyeleri arasinda pozitif bir korelasyon gézlendi
(p<0.05). Serum E2 ile P4 seviyeleri arasindaki ise postoperatif 3.glinde pozitif bir
korelasyon saptandi (p<0.05). Postoperatif 10.giinde serum E2 ve FSH seviyeleri arasinda
pozitif bir korelasyon tespit edildi (p<0.05). Serum AMH ve E2 seviyeleri arasinda negatif
korelasyon saptandi (p<0.05). Postoperatif 10.giinde serum AMH ve FSH seviyeleri
arasinda ise negatif bir korelasyon tespit edildi (p<0.001).

Serum E2 seviyelerinin p.o 3.giinde, 0.giine gore azaldigi, ancak 10.giinde operasyon
Oncesi diizeylerine yaklastig1 gozlendi. Serum P4 seviyelerinde ise p.o 3. giinden itibaren bir
azalma goriildii (p<0.05). Serum E2 degerlerinin Ostriis ve didstriis doneminde benzer,
anostriis doneminde ise daha diisiik oldugu goriildii (p<0.05). Serum P4 degerlerinin
andstriis ve Ostriis donemlerinde benzer, didstriis doneminde ise daha yiliksek oldugu goriildii
(p<0.05). Serum FSH degerlerinin p.o 3.giinde, 0.giline gore arttig1; LH degerlerinin ise p.0
10.giinde, 0.giline gore yiikseldigi tespit edildi (p<0.05).

Immunohistokimyasal analizlerde AMH’nin ilk olarak primer folikiillerde iiretildigi,
antral folikiil agamasinda ise en yiiksek immunpozitifligin oldugu tespit edildi. Tekal
hiicrelerde AMH immunpozitiflik goriillmedi, ancak atretik folikiillerde hafif (+1) bir AMH
immunpozitiflik gorildi.

Anahtar Kelimeler: Kedi, ovaryum, AMH, immunohistokimya

Xl



ABSTRACT

Role of the Antimiillerian Hormone in Folliculogenesis and the Course of

AMH Following the Ovariohysterectomy in Cats

The aim of the this study was to reveal the role of the antimiillerian hormone in the
folliculogenesis and course of the AMH following the ovariohysterectomy in cats.

The study was carried out in 20 healthy female cats aged between 5 and 48 months,
weighing 3.07+0.5 kg. Cats were classified according to sexual cycle, age and body weight.
For the determination of serum antimullerian hormone (AMH), E2, P4, FSH and LH levels,
blood samples were taken before the operation (day 0) and on the p.o 3th and 10th days
postoperatively (p.o). Detection of AMH expression in ovarian follicles was performed by
immunohistochemical method.

It was observed that there was a decrease in postoperative AMH levels compared to
the preoperative level (p<0.05). It was observed that the period of the sexual cycle, age and
body weight did not affect the AMH level. While a negative correlation was detected
between serum FSH and LH levels on the 3th postoperative days (p<0.01), a positive
correlation was observed between AMH and LH levels (p<0.05). A positive correlation was
found between serum E2 and P4 levels on the 3th postoperative days (p<0.05). A positive
correlation was detected between serum E2 and FSH levels on 10th postoperative days
(p<0.05). A negative correlation was found between serum AMH and E2 levels (p<0.05). A
negative correlation was found between serum AMH and FSH levels on the 10th
postoperative days (p<0.001).

It was observed that serum E2 levels decreased on p.o 3th days compared to Oth days,
but approached preoperative levels on p.o 10th day. A decrease was observed in serum P4
levels starting from the p.o 3th days (p<0.05). It was observed that serum E2 values were
similar in oestrus and diestrus periods, but lower in anoestrus periods (p<0.05). Serum P4
values were similar in anoestrus and estrus periods, but higher in diestrus periods (p<0.05).
Serum FSH values increased on p.o 3th days compared to Oth days; It was determined that
LH values increased at p.o 10th days compared to Oth day (p<0.05).

In immunohistochemical analyzes, it was determined that AMH was first produced
in primary follicles, and the highest immunopositivity was observed in the antral follicle
stage. AMH immunopositivity was not observed in thecal and interstitial cells, but a mild
(+1) AMH immunopositivity was observed in atretic follicles.

Key Words: cat, ovary, AMH, immunohistochemistry
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1. GIRIS

Kedilerin diinyada en gok beslenen pet hayvani oldugu bildirilmektedir. insan-kedi
iligskilerine dair ilk bulgular 9500 yil 6nce Kibris’ta kesfedilmistir. Arkeolojik ve
antropolojik bulgular, kedilerin daha ¢ok kommensal amaglarla ¢ift¢iler tarafindan tahil
depolarinda kayiplara yol acan rodentlere kars1 korunmak amaciyla beslenmekte oldugunu
gostermektedir (Driscoll ve ark. 2007). Giinlimiizde evcil hayvanlar ile insanlar arasindaki
iliskiler ¢ok daha karmasik bir durumdadir. Evcil hayvanlarin sahiplenilmesinin daha ¢ok
hastalarin tedavi edilmesi ve motivasyonunun arttirilmasi, depresyon tedavisi ve iletisimi
arttirmak amaciyla gergeklestigi goriilmektedir. Ayrica is hayatinin yogun ve stresli temposu
insan iligkilerinin degismesine, gelisen teknoloji ile birlikte insanlarin daha ige doniik yap1
kazanmasina ve dolayisiyla da evcil hayvanlara daha ¢ok baglanmasina yol agmaktadir
(Kaya ve Bektas 2019). Bu bakimdan kedilerin besleme ve bakiminin kolay olmasi,
mizaclarina baglh olarak acik alanda gezdirme zorunlulugunun olmamasi ve ev ortaminda
kolaylikla yasayabilmesi nedenleriyle insanlar tarafindan pet hayvani olarak daha ¢ok tercih
edildigi bildirilmektedir (Demir ve Kog 2014).

Felidea ailesi toplamda 37 tiirden olusmakta ve evcil kedi harig biitiin kedi tiirlerinin
yok olma tehlikesi ile kars1 karsiya oldugu belirtilmektedir. Soyu tiikkenmekte olan kedi
tirleri, hayvanat bahgelerinde ve vahsi yasam parklarinda genetik hatlarmin  ve
biyogesitliliginin korunmasi igin 6zel olarak yetistirilmeye ¢aligilmaktadir (Bristol-Gould ve
Woodruff 2006). Diger yandan kadinlarda goriilen obeziteye bagli infertilite, reprodiiktif
yagslanma, ovaryum hiperstimiilasyonu ve yardimci iireme tekniklerindeki diisiik basari
oranlarinin kedilerde de goriilmesi (Colombo ve ark. 2021), kedi oositleri ile insan
oositlerinin benzer 6zelliklere sahip olmasi (Comizzoli ve ark. 2008), preovulator folikiil ve
kumulus-oosit  kompleksindeki  molekiiler —siireglerin  arastirilmasinin ~ kedilerde
calisilmasinin daha uygun olmasi nedeniyle evcil kedilerin bu ¢aligmalarda model olarak
kullanilmasimin giderek yayginlastigi da goriilmektedir (Wildt ve ark. 2010, Rojo ve ark.
2018). Bu bakimdan kedilerde ilireme fizyolojisi ve yardimci lireme teknikleri ile ilgili

calismalarin giderek hiz kazandigi ifade edilmektedir (Colombo ve ark. 2021).



Antimiillerian hormon, TGF-f ailesine mensup bir hormon olup, primordiyal
folikiillerin aktivasyonunun engellenmesi, graniiloza hiicrelerinin folikiil uyaran hormon
(FSH)’a olan duyarliliginin azaltilmasi1 ve folikiiler rezervlerin erken tilkenmesinin
engellenmesinde gorev aldig1 bildirilmektedir (Durlinger ve ark. 2002, Josso ve Clemente
2003). Klinik olarak kedilerde AMH’nin ovaryum remnant sendromu (ORS), gonadektomi
durumunun belirlenmesi, graniiler hiicre tiimorii teshisi ve yardimcer lireme tekniklerinde
yaygin olarak kullanildig1 goriillmektedir (Heaps ve ark. 2017, Flock ve ark. 2022a, Snoeck
ve ark. 2017, Pir Yagc1 ve ark. 2016a). Antimiillerian hormon seviyesinin gonadotropinler,
metabolik ve yangisal birgok faktor ile iliskili oldugu belirtilmekte (Di Clemente ve ark.
2021), ozellikle FSH, androjen ve ostrojenlerin AMH seviyesini diizenledigi ifade
edilmektedir (Dewailly ve ark. 2016).

Yapilan bu c¢alisgmada kedilerde AMH’nin folikiilogenezisteki roli ve

ovaryohisterektomi sonrasi seyrinin arastirilmasi amaglandi.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. Kedilerde Pubertas

Kedilerde seksiiel olgunluga ulagma yasi, ortalama olarak 6-9 aylik yastir. Bu durum
ik, fotoperiyot, sosyal ¢evre, genel saglik, fiziksel kondiisyon ve beslenmeye bagli olmakla
birlikte 5 aydan 12 aylik yasa kadar uzayabilmektedir (Schmidt 1986, Griffin 2001). Yeterli
fiziksel gelisim ve beslenme durumunda disi kedilerin 2 kg viicut agirligina ulastiktan sonra
pubertasa ulasabilecegi ifade edilmektedir (Griffin 2001). Serbest gezen kediler ev
kedilerine nazaran daha erken yasta pubertasa ulasmaktadir. Kisin ya da sonbaharda dogan
kediler bir sonraki iireme mevsimine kadar seksiiel olgunluga ulasamazlar ve bir yagindan
sonra pubertasa ulasirlar (Schmidt 1986). iran ve Siyam kedileri 18 aylik yasa gelinceye
kadar kizginlik gostermeyebilecegi ve bu siirenin 2-3 yasa kadar uzayabilecegi ifade

edilmektedir (Feldman ve Nelson 2004).

2.2. Siklusun Endokrin Diizeni

Kediler mevsimsel polidstrik hayvanlar olup giin 1s18inin uzamaya bagladigi
donemlerde seksiiel aktivite gosterirler (Alagam 2007). Kuzey Yarim Kiire’de kedilerde
ovaryum aktivitesinin genellikle Ekim ay1 civarinda azaldigi, Ocak ayinda ise fotoperiyot
etkisiyle tekrar bagladigi belirtilmektedir (Kutzler 2015). Ekvatoryal bolgelerdeki kedilerde
ise Ostriis siklusu y1l boyunca devam etmektedir (Da Silva ve ark. 2006). Kisa tiiylii kediler
uzun tiiylii kedilere gore daha sik ve yil boyu sekstiel aktivite gosterirler. Kapali ortamda
yasayan ve 12 saat 151k uyarimi alan kediler ise yine yil boyunca seksiiel aktivite
gosterebilirler (Schmidt 1986). Fotoperiyodun giinliik 14 saatten 8 saate disiiriilmesinin
kedilerde folikiilogenezisi durdurdugu, tam tersi olarak 8 saatten tekrar 14 saate
¢ikartilmasinin ise 12-26 giin igerisinde (15.6+0.5) seksiiel aktiviteyi tekrar baglattigi ifade
edilmektedir (Leyva ve ark. 1989a). Evde beslenen kedilerin ovaryum aktivitelerinin, 100
wattlik ampiile esdeger 151k kaynaklarinin giinde 10 saat kullanimi ile uyarilabildigi ve yil
boyu 0Ostriis siklusu goriildiigii belirtilmektedir (Shille ve Sojka 1995). Ayrica Ostriis
uyariminin erkek kedi ya da Ostriiste bulunan baska bir kedi ile de saglanabilecegi

vurgulanmaktadir (Michel 1993).



Melatonin kedilerde antigonadotropik etki gostermektedir (Leyva ve ark. 1989b).
Giin 15181n1n artisina baglh olarak pineal bezden melatonin sekresyonu azalir. Dolagimdaki
melatonin hormon diizeylerinin azalmasi hipotalamustan gonadotropin salinim hormonu
(GnRH) salinimimin artmasina, dolayisiyla hipofiz bezinden FSH ve LH sekresyonunu
saglamaktadir (Schéafer-Somi 2017). Hipofiz bezinden salinan FSH, ovaryumda folikiillerin
gelisimini baslatmaktadir. Ug ile yedi folikiil gelismeye baslayarak E2 iiretmeye baslar.
Folikiiler aktivite pik yaptiginda, plazma Ostradiol seviyelerinin artis gostererek 20
pg/ml’nin istiine c¢iktig1 belirtilmektedir (Goodrowe ve ark. 1989). Ostradiol-17-B
seviyelerinin Gstriis evresi boyunca 3-4 giin yiiksek seviyelerde seyrettigi ilerleyen giinlerde
ani bir diislis sergiledigi ifade edilmektedir. Yiiksek E2 seviyesi Ostriisiin bulgularin
sekillenmesinin ve ovulasyon igin gerekli olan gonadotropin pikini saglamaktadir (Johnston

ve ark. 2001).

Kedilerde ovulasyon ‘’provoke ovulasyon’’ olarak tanimlanmaktadir. Ovulasyonun
sekillenmesi ve/veya preovulator LH pikinin olusmasi igin vajina ve serviksin giftlesme ile
ya da mekanik olarak uyarilmasi gerekmektedir (Lawler ve ark. 1993). Ciftlesme esnasinda
penis posteriyor vajinada genislemeye yol agarak hipotalamustan GnRH salinimini
saglamaktadir. Gonadotropin salinim hormonu salimimi i¢in yeterli miktarda uyarimin
olmasinin gerektigi belirtilmektedir. Luteinlestirici hormon pikinin ¢iftlesmeden kisa bir
stire sonra gergeklestigi bildirilmektedir. Birden fazla ¢iftlesmenin LH pikinin ampliitiinde
artiga yol actig1 ve LH pikinin daha uzun siirmesini sagladig: ifade edilmektedir (Watson ve
Glover 1993). Ayrica, yeterli miktarda LH saliniminin gergeklesmesinde bireysel farkliliklar
da etkilidir. Kedilerde genellikle 3-4 g¢iftlesmeden sonra ovulasyonun sekillenebildigi
belirtilmektedir (Feldman ve Nelson 2004). Kedilerde optimal bir {ireme yonetimi i¢in Ostriis
boyunca 4 saat araliklarla giinde en az 3 defa ¢iftlesme Onerilmektedir. Ovulasyon igin
gerekli olan LH pikinin saglanmasi icin Ostradiol seviyesinde artisa gereksinim
duyulmaktadir. Gerekli seviyelere genellikle Ostriisiin 3-4. giinlerinde ulasilmaktadir (Cain
1998).

Kedilerde iireme sezonunda 8-24 giinde bir dstriis goriildiigi, ostriis boyunca bir adet
folikiiler dalga ve her folikiiler dalgada da ortalama 5-6 dominant folikiiliin gelistigi ifade
edilmektedir (Concannon 1983). Ostriisiin basinda ortalama folikiil ¢aplarinin 2-2.3 mm



oldugu ve folikiillerin giinde ortalama 0.2 = 0.04 mm biiyiidiikleri belirtilmektedir. Kediler
ovulasyonun sekillenmedigi durumlarda ise ortalama 3.5-4 giinde (1-8 giin), folikiiller 3-4
mm ¢apina ulastiktan sonra interdstral doneme girmektedirler (Concannon 1983, Shille ve
ark. 1983, Malandain ve ark. 2011, Vercellini ve ark. 2021).

Her ne kadar kedilerin provoke ovulasyon gosterdigi bilinse de kedilerde %33-56
oraninda spontan ovulasyonlarin sekillenebildigi vurgulanmaktadir. Bireysel kafeslerde
barindirilan kedilerde grup halinde barindirilan kedilere gore daha fazla spontan ovulasyon
goriildiigi bildirilmektedir (Lawler ve ark. 1993, Binder ve ark. 2019). Ayrica dokunma ile
ilgili faktorlerin de kedilerde ovulasyonu uyarabilecegi ifade edilmektedir (Arthur ve ark.
1996). Spontan ovulasyonu saglayan bir diger faktor ise ortamda erkek kedilerin varligidir.
Ciftlesme olmaksizin disi kedi kolonilerine erkek kedilerin katilmasinin spontan ovulasyon

oranlarini arttirdig1 ifade edilmektedir (Gudermuth ve ark. 1997).

Kedilerde ovulasyon, LH pikinden 48 saat sonra sekillenmektedir (Shille ve ark.
1983). Biitiin folikiiller ayn1 anda ovule olmakta, ovulasyondan sonra ise folikiillerde kalan
graniiloza hiicreleri luteinize olarak progesteron sentezlemeye baslamaktadir. Progesteron
seviyesi 24 saat icinde ylikselmeye baslayarak ovulasyon sonrasi 15-25.giinlerde 60-90
ng/ml seviyelerine kadar yiikselmektedir. Gebe kalan kedilerde gebeligin son iki giiniine
kadar progesteron seviyesi yiiksek seyretmektedir. Gebeligin sonuna dogru 2 ng/ml
seviyesine, dogumdan hemen sonra ise 1 ng/ml’nin de altina diismektedir (\Verstegen ve ark.
1993). Gebeligin devamliligi i¢in minimum 1 ng/ml progesteron seviyesi gereklidir

(Verstegen 1998).

2.3. Kedilerde Seksiiel Siklusun Evreleri

Kedilerde seksiiel siklusun evreleri; prodstriis, Ostriis, didstriis ve andstriis olmak
tizere 4 ana baslikta incelenmektedir (Feldman ve Nelson 2004, Bristol-Gould ve Woodruff
2006).

2.3.1. Proostriis

Proostriis kedilerde yaklasik olarak 0.5-2 giin siirmektedir. Bu donemde disi kedide

motor aktivite artmaktadir. Siklikla bagini ve gdvdesini bulundugu ortamdaki nesnelere



stirtme ve yuvarlanma hareketleri gostermektedirler. Disiler bu donemde erkekler igin ¢ekici
iken giftlesmeye izin vermemektedir (Michael 1961, Shille ve ark. 1979, Wiebe ve Howard
2009).

Bu dénemde, GnRH hipofiz bezinden FSH ve LH salinimini arttirir. Folikiil uyaran
hormon seviyesindeki bu artig folikiilerin folikiil havuzundan c¢ekilmesini baslatir ve
folikiiler dalganin siirekli gelisimini arttirir. Erken antral folikiiller biiylimeye ve gelismeye
baglayinca, LH tekal hiicrelerden androjen salinimini saglar. Androjen seviyesindeki artis,
graniiloza hiicre proliferasyonunu arttirarak E2’nin kan seviyesinde yiikselmesine neden
olur. Ostradiol-17f seviyesindeki bu artisla 6striisiin davranigsal belirtileri ortaya ¢ikar ve

vaginal kornifikasyon baslar (Shille ve ark. 1979, Feldman ve Nellson 1996).

Ostriis yaklastik¢a 3-7 folikiil dominant olmakta, geriye kalan folikiiller ise atreziye
olmaktadir (Wildt ve ark. 1981). iki ostriis arasindaki hormon seviyeleri disi kedilerin
ciftlesip ciftlesmemelerine gore degismektedir (Schmidt 1986). Ostriis donemindeki
ciftlesmis ya da g¢iftlesmemis kedilerde oOstriis baslangicinda kan E2 konsantrasyonu
degisken olmakla birlikte genellikle 20 pg/ml’den yiiksektir (Wildt ve ark. 1981). Ostradiol
17-B seviyesi ovulasyonun gerceklestigi kedilerde genellikle yiiksek kalmaktadir ve
ovulasyondan sonra bazal seviyeye diismektedir. Ovulasyonun sekillenmedigi kedilerde ise

oOstriisiin son 24-48. saatlerinde bazal seviyeye inmektedir (Schmidt 1986).

2.3.2. Ostriis

Ostriis dénemi kedilerde ortalama 1 hafta (2-19 giin) siirmektedir ve erkegin kabul
edildigi donem olarak belirtilmektedir (Root ve ark. 1995, Bristol-Gould ve Woodruff 2006).
Siyam kedileri gibi bazi kedilerde ise ostriis siiresi 7 giinden daha fazla siirebilmektedir. Bu
durumun yiiksek ostradiol diizeylerine bagli olarak folikiiler dalgalarin kesismesi nedeniyle
ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir (Feldman ve Nelson 2004). Bu dénemde Ostradiol seviyesi

70 pg/ml’nin istiine ¢ikarak pik yapmaktadir (Johnston ve ark. 2001).

Ostriisteki kedilerin prodstriis doneminde erkek kedilere karsi gostermis olduklari
agresif davranislar ortadan kalkar, disi refleks olarak lordosis pozisyonu alir, kuyruk laterale
yatirilir, perineum aciga ¢ikarilir ve ciftlesme gerceklesir. Ciftlesme yaklasik olarak 5-15

saniye siirmektedir. Ciftlesme bittikten sonra disi kedi bagirarak ciftlesmeye son verir.



Ciftlesmeden sonra yuvarlanma hareketi gerceklestirir. Yuvarlanma yavag yavas azalarak,
disi kedi 20 dakika sonra tekrar ¢iftlesmeye hazir olmaktadir. Ciftlesmeler 24-48 saat
siiresince artan araliklarla tekrar eder (Schmidt 1986). Ostriis désneminde folikiiler aktivite,
vaginal kornifikasyon ve Ostradiol seviyesi ile iliskilidir. Bu dénemde folikiiller 2.5-3.5 mm
capidadir (Bristol-Gould ve Woodruff 2006).

2.3.3. Diostriis

Diostriis donemi ovulasyon sekillendikten sonra korpus luteum (KL) un olustugu ve
progesteron sentezinin gergeklestigi donemdir. Korpus luteum, ovulasyondan sonra rezidiiel
graniiloza ve teka hiicrelerinden olusan gegici bir reprodiiktif organdir (Niswender ve ark.
2000). Preovulator LH piki, graniiloza ve teka hiicrelerinin luteinizasyonunu saglar.
Luteinizasyon siirecinde teka ve graniiloza hiicreleri fizyolojik ve morfolojik olarak
birbirinden farkli iki ayr1 hiicreye doniismektedir. Graniiloza hiicreleri biiyiik steroidojenik
luteal hiicrelere doniisiirken; teka hiicreleri ise kiigiik steroidojenik luteal hiicrelere doniisiir
(Murphy 2000). Korpus luteumun ana gorevi gebeligin olusturulmasi ve siirdiiriilmesi i¢in
temel olan progesteron sentezini saglamasidir. Korpus luteumun yasam siiresi tiirler arasinda
ve iginde ¢iftesme ya da gebelik olup olmamasina gore degismektedir (Bowen-Shauver ve
Telleria 2000).

Bu donemde progesteron seviyesi 1.5 ng/ml den 20 ng/ml’ye kadar genis bir aralikta
olabilmektedir. Diostriis donemi gebe kedilerde yaklasik 2 ay, yalanci gebe kedilerde ise
yaklasik 40 giin siirmektedir. Gebelik ya da yalanci gebelik sonlandiktan sonra luteolizis
gerceklesmekte ve serum progesteron seviyesi 1.5 ng/ml’nin altina inmektedir (Johnston ve
ark. 2001). Ostriis, luteal faz bittikten 10 giin sonra tekrar baslayabilir. Ancak, emziren
kedilerde siitten kesimden sonraki 8 hafta boyunca laktasyonel bir andstriis
goriilebilmektedir. Eger dogum iireme mevsiminde sekillenmigse siitten kesimden 4 hafta
sonra kediler Ostriis gosterebilmektedir. Ancak, emziren kediler de Ostriis
gosterebilmektedir. Genellikle gebelikten sonra sekillenen Ostriisler kisadir ve fertilite daha
distiktiir. Gebelik siiresince kediler Ostriis gosterip ¢iftlesebilir. Ancak LH ve E2 seviyeleri
yiiksek degildir (Tsutsui ve Stabenfeldt 1993, Griffin 2001).

Kopeklerde goriilen preovulatorik luteinizasyon olgusu kedilerde goriillmemektedir.

Ovulasyonun sekillendigi durumlarda fertilize olan ovum, ovulasyondan sonraki 4-



5.giinlerde uterusa inmektedir (Swanson ve ark. 1994). Ovulasyonun sekillendigi ancak
fertilizasyonun ger¢eklesmedigi durumlarda ise yalanci gebelik sekillenmekte, bu durum ise
40 giin siirmektedir. Kedilerde yalanci gebelik olgularinda maternal davranislar ve laktasyon
gorilmemektedir (Feldman ve Nellson 2004). Gebelik ve yalanci gebelik durumunda
goriilen yliksek progesteron seviyesi ile GnRH sekresyonu baskilanmaktadir. Bu durumda
kediler luteal yap1 ortadan kalkana kadar ostriis gostermezler. Yalanci gebelik durumunda
progesteron seviyesi 25-30.giinlerde diismeye baslar, 40-50.glinlerde ise 1-2 ng/ml’nin altina
iner. Luteotropik faktorler (prolaktin, relaksin) olmadig1 zaman kedilerde KL regrese olmaya
baslar (Verstegen ve ark. 1993, Verstegen 1998).

2.3.4. interéstral Donem
Interdstral donem, seksiiel aktivitenin ve ovulasyonun sekillenmedigi donem olarak
ifade edilmektedir. Bu donemde plazma E2 seviyesi 15 pg/ml’nin altinda olup, ortalama 7

giin (2-19 giin) siirmektedir (Feldman ve Nellson 2004).

2.3.5. Anostriis

Kedilerin asiklik oldugu donem andstriis olarak tanimlanmaktadir. Bu donemde hem
kan E2 hem de P4 bazal seviyededir (Feldman ve Nellson 2004). Kuzey Yarim Kiire’de bu
donem Ekim ile Aralik aylari arasindadir. Ekvator’a dogru gidildikce mevsimsellik
azalmaktadir. Progesteron seviyesi <1 ng/ml, Ostradiol Seviyesi ise 8-12 pg/ml arasinda

seyretmektedir (Johnston ve ark. 2001).

2.4. Kedilerde Folikiilogenezis

Dogum aninda bircok memelide smirli sayida primordiyal folikiil mevcuttur.
Kedilerde, seksiiel olgunluga ulasildiktan sonra dinlenme halinde bulunan primordiyal
folikiiller dalgalar halinde olgunlagsmaya baslar. Bu stire¢ follikiilogenezis olarak ifade edilir.
Dinlenme halinde bulunan ¢ok sayida primordiyal folikiiliin aktive olarak gelismeye ve
olgunlagmaya baglamasina ragmen, bu aktivasyonun ve gelismenin hangi mekanizmalarla
gerceklestigi halen bilinmemektedir (Jewgenow ve Goritz 1995, Aerts ve Bols 2010).
Folikiiller, oosit ve onu ¢evreleyen graniiloza hiicrelerinden olusmaktadir. Folikiilogenezis
boyunca oosit ve graniiloza hiicrelerinin gelisimiyle beraber folikiiler morfoloji de

degismektedir (Peters ve McNatty 1980). Folikiilogeneziste, oositler folikiiler hiicrelerle



cevrili bir sekilde ¢ogalir, farklilasir ve daha sonra da preovulatorik folikiil olusumu igin
olgunlagir. Ovulasyon aninda dominant folikiil ovule olarak oosit atilir ve fertilizasyon
olusur. Folikiillerin segilmesi, gelisimi ve ovulasyonun, hipotalamus-hipofiz-ovaryum

aksini da i¢eren bir siire¢ oldugu ifade edilmektedir (Regan ve ark. 2018).

Folikiilogenezis boyunca oosit gelisimi devam etmekte ve graniiloza hiicreleri
farklilagsmaktadir. Kedilerde bu siire¢ fetal gelisimin 2-3. haftalar1 arasinda baslamaktadir
(Bristol-Gould ve Woodruff 2006). Fetal yasamda ya da dogumdan hemen sonra olusan
primordiyal folikiiller, rezervleri tilkeninceye kadar gelismeye devam etmektedir. Folikiil
rezervinden salindiginda primordiyal folikiillerin, bir kismi ovulasyona kadar gelisimini
devam ettirirken bir kismi ise dejenere olmaktadir (Hafez 1993). Kedilerde ovaryumda
toplam olarak 37.853 + 6.118 preantral folikiil bulunmakta bu folikiillerin %87 sinin
primordiyal, %10.4’{iniin primer, %2.3’{iniin ise sekunder folikiil oldugu bildirilmektedir
(Carrijo ve ark. 2010).

2.5. Folikiil Olusum Siireci

Embriyonik gelisim boyunca mitotik olarak aktif primordiyal germ hiicreleri vitellus
keselerinin epitelyumundan kemotaktik sinyaller sayesinde genital ¢ikintiya go¢ ederler
(Aerts ve Bols 2010). Bu gog¢ gonad kordonlarinin olusumunu tetikler ve daha sonralari bu
gonad kordonlar1 ovaryumlara doniisiir (Byskov 1975). Mitotik olarak aktif germ hiicreleri
gonadlara gelip gémiildiikten sonra oogonyum olarak adlandirilir (Aerts ve Bols 2010).
Oogonyum, graniiloza hiicre prekiirsorleri olan somatik hiicrelerce ¢evrilerek, tam olmayan
senkronize mitotik boliinmeler gegirir. Bu mitoz boliinmeler sonucu bircok kist
olugmaktadir. Bu kistler sitoplazmik kopriiler araciligiyla birbirine baglanir. Bu sitoplazmik
kopriiler sayesinde mitokondriler ve diger organlarin degisimi goriiliir (Pepling ve Spradling

1998).

Bir dizi senkronize mitozu takiben, oogonyumda ilk mayoz boliinme gergeklesir.
Mayoz boliinme sirasinda, stoplazmik kopriiler ortadan kalkar ve kistlerin etrafini ¢eviren
somatik hiicreler oositlerin etrafini gevirmeye baslayarak kapsiil olusturur ve primer oositler
meydana gelir. Primer oositlerin gelisimi profaz I’in diploten asamasinda durur. Kedilerde
fetal ovaryum gelisiminde korteks ve medulla ayriminin gebeligin  40.gliniinde

belirginlesmekte oldugu ifade edilmektedir (Bristol-Gould ve Woodruff 2006). Primer oosit



gelisiminin ise fetal gelisimin 40-50.gilinlerinde basladig1 ve dogumdan sonraki 8.gilinde
sonlandig1 belirtilmektedir (Peters ve McNatty 1980). Diizlesmis somatik hiicreler
(graniiloza hiicreleri) primer oositin etrafin1 ¢evirirler ve ovaryum stromasindan bir bazal
lamina ile ayrilarak ovaryumun daha dis yiizeylerinde birikirler ve primordiyal folikiilleri
olustururlar (Merchant-Larios ve Chimal-Monroy 1989). Evcil kedilerde, cinsiyet gonad
kordonlarinin dagilmasi ve primordiyal folikiillerin olusumunun baslangicit gebeligin
32.giinlinde baslar ve dogumdan sonraki 37.glinde sonlanir (McGeady ve ark. 2017).
Disilerde fetal gonadlarin gebeligin 34.giiniinden sonra steroidojenik enzimleri liretebilme

kapasitesine sahip oldugu da belirtilmektedir (Braun ve Jewgenow 2017).

2.6. Primordiyal Folikiil Aktivasyonu

Primordiyal folikiillerin gelisimi {i¢ sekilde neticelenebilir: 1. dinlenme halinde
inaktif olarak kalmasi, 2. aktive olmas1 ve gelisen folikiil havuzuna katilip atreziye olmasi
ya da ovulasyonun sekillenmesi, 3. dinlenme halindeyken ortadan kalkmasi (Zheng ve ark.
2012). Primordiyal folikiil aktivasyonu morfolojik olarak yassi olan pregraniiloza hiicrelerin
kiiboidal forma doniismesi olarak ifade edilmektedir (Eppig 2001, Cooper 2016, Gershon ve
Dekel 2020). Primordiyal folikiil aktivasyonunda; graniiloza hiicrelerinde iiretilen SCF,
pretekal hiicrelerden firetilen fibroblast biiylime faktor-7 (FGF-7), primordiyal hiicrelerin
oositlerinden tiretilen FGF-2 gibi gelisme faktorlerinin 6nemli rol oynadig bildirilmektedir
(Nilsson ve Skinner 2002, Nilsson ve Skinner 2003, Nilsson ve Skinner 2004, Kezele ve ark.
2005).

Kedilerde folikiiler aktivasyon ile ilgili diger tiirlere kiyasla farkli mekanizmalarin
oldugu one siiriilmektedir. Kedilerde GDF-9 agirlikli olarak primer ve antral folikiillerin
oositinde bulunmaktadir, GDF-9 reseptorii ise primordiyal ve primer folikiillerde
bulunmaktadir (Bristol-Gould ve Woodruff 2004). Ancak kedilerde in vitro olarak yapilan
bir ¢alismada (Fujihara ve ark. 2014) GDF-9’un primordiyal folikiil aktivasyonunda
herhangi bir etkisinin olmadigi vurgulanmaktadir. Epidermal biiyime faktor’iin ise
primordiyal folikiil aktivasyonunda herhangi bir etki yaratmaksizin folikiil canlilifinda
onemli rol oynadigi bildirilmektedir. Thuwanut ve ark. (2017) ise SCF’nin kedilerde

primordiyal folikiilerin aktivasyonunda 6nemli bir rol oynadigini ifade etmektedirler.
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2.7. Folikiiler Hiicre Tipleri ve Simflandirilmasi

Ovaryum folikiilleri bir¢ok farkli hiicre tipi igermesine ragmen temelde oosit ve onun
etrafin1 ¢evreleyen graniiloza hiicrelerinden olusmaktadir (Bristol-Gould ve Woodruff
2006). Folikiiller temel olarak oositlerin gelismesini saglamakta ve tireme faaliyetleri i¢in
gerekli olan hormon ve steroidleri tretmektedir. Folikiiller, graniiloza hiicrelerinin
morfolojisi ve boyutu goze alinarak siniflandirilmaktadir (Aerts ve Bols 2010). Kedilerde
folikiil tiplerinin genel olarak diger memeli hayvanlarinkine benzer oldugu ifade
edilmektedir. Ancak kedilerin poliovar folikiillere sahip olmasi ve korteksinde daha fazla
primordiyal folikiil bulunmasi kedileri diger tiirlerden ayiran bir 6zelliktir. Kedilerde
folikiiler, primordiyal, primer, sekunder (preantral), antral ve atretik folikiiller olmak {izere
4 tiptedir (Bristol-Gould ve Woodruff 2006, Jewgenow ve Paris 2006, Saint-Dizier ve ark.
2007).

2.7.1. Primordiyal ve Primer Folikiiller

Primordiyal folikiiller en erken gelisim asamasinda bulunan folikiillerdir.
Primordiyal folikiillerde profaz I asamasinda bulunan bir oosit ve bunun etrafinin geviren
tek kath graniiloza hiicreleri bulunmaktadir. Kendi igerisinde B Simifi (20-30 um ¢aph
oositin etrafini ¢eviren 1-8 diiz ya da yass1 pre-graniiloza hiicrelerinden olugsmaktadir); B/C
Siifi (Oositin etrafinda tek tabakali yassi ya da kiiboidal graniiloza hiicreleri mevcuttur) ve
C Smifi (30-50 um ¢apli oositin etrafinda tek katl kiiboidal graniiloza hiicreler: bulunmakta,
zona pellusida graniiloza hiicrelerini ovaryum stromasindan ayrilmaktadir) olmak iizere tige
ayrilir (Bristol-Gould ve Woodruff 2006). Primordiyal folikiiller tunika albugineanin altinda
yer alan ¢ok zayif vaskiilarize bir bolgede konumlanmaktadir (Gosden ve Telfer 1987). C
siifi folikiiller ayn1 zamanda primer folikiilller olarak da siniflandirilir ve aktive olmus
primordiyal folikiiller olarak ifade edilir (Bristol-Gould ve Woodruff 2006, Gershon ve
Dekel 2020). Kedi ovaryumunda var olan preantral folikiillerin % 87’sinin primordiyal
folikiil oldugu belirtilmektedir (Carrijo ve ark. 2010)
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2.7.2. Sekunder Folikiiller

Sekunder folikiillerde, 40-75 um ¢apli bir oosit ve iki kat graniiloza hiicresi
bulunmaktadir. Ayrica tekal hiicreler de olusmaya baslamaktadir (Bristol-Gould ve
Woodruff 2006). Sekunder folikiillerin ¢ap1 126 um civarindadir. Bu dénemde ayrica ZP
olusamaya baglamaktadir ve yaklasik olarak ¢apinin 2.7 £ 0.1 um (1.3-4.4 pum) oldugu ifade
edilmektedir (Jewgenow ve Fickel 1999, Reynaud ve ark. 2009). Kedilerde, folikiil uyaran
hormon reseptoéric (FSHR) ve luteinizan hormon reseptorii (LHR) biitiin folikiillerin
oositlerinde mevcutken; FSHR erken antral folikiillerin graniiloza hiicrelerinde, LHR ise
folikiillerin tekal hiicrelerinde bulunmaktadir. Kedilerde LHR nin diger tiirlerden farkl
olarak graniiloza hiicrelerinde daha erken donemde goriildiigii ve intersitisyel dokularlarda
daha fazla bulundugu bildirilmektedir (Saint-Dizier ve ark. 2007, Kehoe ve ark. 2022). iki
katl graniiloza hiicrelerine sahip sekunder folikiillerde FSHR olmasina ragmen FSH’ya
duyarliligin mevcut olmadigi, FSH’nin etkisini gostermesi i¢in graniiloza hiicre katinin
ikiden fazla olmasi gerektigi belirtilmektedir (Jewgenow ve Pitra 1993, Chansaenroj ve ark.
2019, Kehoe ve ark. 2022). Kedi ovaryumlarindaki toplam preantral folikiillerin %2.3’tiniin
sekunder folikiillerden olustugu ifade edilmektedir (Carrijo ve ark. 2010).
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Sekil 2.2. Sekunder Folikiil. Oosit (O), zona pellusida (ZP), graniiloza hiicreleri (Kiigiik ok), teka hiicreleri
(uzun ok): 40x, HE.

2.7.3. Antral Folikiiller (Tersiyer Folikiiller)

Antral folikiiller kendi igerisinde kiiglik antral ve biiyiik antral folikiil olmak tizere
ikiye ayrilmaktadir. Kiiglik antral folikiiller, sekunder folikiillere benzemekle birlikte daha
biiyiiktiir ve merkezinde folikiiler sivi barindiran bir antrum bulundurur. Kiigiik antral
folikiillerin ¢ap1 300-1000 um iken, oositlerinin caplar: ise 75-90 um araligindadir. Antral
folikiillerin geperinde 2-3 kat tekal hiicreler bulunmaktadir. Biiyiik antral folikiiller ise 2-3
mm ¢apinda diizenli mural ve graniiloza hiicrelerinden olugmaktadir (Bristol-Gould ve
Woodruff 2006). Oosit ve folikiil gelisiminde bifazik bir kalip mevcuttur. Antrum
olusumundan once folikiil ve oosit biiylimesi lineerdir ve pozitif bir korelasyon
goriilmektedir. Antrum olusumundan sonraki gelisim doénemlerinde ise folikiil, oosite
kiyasla daha fazla biiyiimektedir (Reynaud ve ark. 2009). Folikiil uyaran hormon
reseptorleri erken antral folikiillerin graniiloza hiicrelerinde homojen olarak bulunmaktadir.
Luteinizan hormon reseptorleri ise tiim folikiillerin teka hiicrelerinde heterojen olarak
bulunmaktadir. Sekiz yiiz pm’den biiyiik KL’lerde ise homojen olarak bulunmaktadir.

Luteinizan hormon reseptorleri ayrica intersitisyel bolgelerde heterojen olarak
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dagilmaktadir. Saglikli folikiillerde FSHR ve LHR sayis1 folikiil biiyiidiikge artarken, 1600
um’den biiyiik atretik folikiillerde ise LHR’lerin azaldig ifade edilmektedir (Saint-Dizier ve
ark. 2007).

Sy 100 um I
.

Sekil 2.3. Antral Folikiil. Oosit (O), antrum (A), kumulus ooforus (KO), korona radiata (KR): graniiloza
hiicreleri (kiigiik ok), tekal hiicreler (uzun ok) 4x, HE.

2.7.4. Atretik Folikiiller

Atretik folikiiller; piknotik ¢ekirdekli, bazal membran biitiinliigii mevcut olmayan,
graniiloza hiicre katmanlari incelmis ve biitiinligii bozulmus folikiillerdir. Ayrica, atretik
folikiilerde FSHR ve LHR reseptorleri sayilarmin 6nemli 6l¢iide azaldigi ifade edilmektedir.
(Saint-Dizier ve ark. 2007).

2.8. Kedilerde Folikiilogenezisi Diizenleyen Lokal intraovaryan Faktorler

Folikiilogenezis; primordiyal folikiillerin aktivasyonunu, erken donem folikiillerin
gelisimini, dominant folikiiliin se¢ilimini ve preovulator folikiillerin olgunlagmasini igeren
bir siirectir. Hipotalamus, hipofiz ve gonadal aksis tarafindan diizenlenen folikiilogenezis,
lokal olarak otokrin ve parakrin etki gosteren bir¢cok biiylime faktorleri tarafindan
diizenlenmektedir (Bristol-Gould ve Woodruff 2006, Gougeon 2010). Bu asamalardan ilk

ikisi gonadotropinlerden bagimsiz olarak sekillenmektedir ve son ikisi ise gonadotropin
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bagimli olup, FSH ve LH bu dénemde folikiiler gelisimde aktif bir rol oynamaktadir (Bristol-
Gould ve Woodruff 2006, Hsueh ve ark. 2015) (Sekil 2.4).

Primordiyal Folikiil ~ Primer Folikiil
< o) 9)
%) o)
). 0\ &4

Gonadotropin Bagimsiz Gelisim Gonadotropin Bagimh Gelisim

Donemi Donemi

Sekil 2.4. Folikiilogeneziste gonadotropin bagiml ve bagimsiz gelisme dénemleri (Lee ve ark. 2021)

Gonadotropinden bagimsiz gelisim doneminde EGF, IGF, SCF, TGF-B, GDF-9,
aktivin reseptorleri, TGF-B reseptor, kemik morfogenik protein reseptér (BMP-RII) ve
intraseliiler sinyal molekiilleri olan small mothers against decapentaplegiclerin (SMAD-2,3
ve 4) cesitli gorevleri mevcuttur (Bristol-Gould ve Woodruff 2006, Polat ve ark. 2009,
Fujihara ve ark. 2014, Yildirim ve ark. 2014, Thuwanut ve ark. 2017).

2.8.1. Epidermal Biiyiime Faktor

Epidermal biiylime faktor, 53 aminoasitten olusan, ii¢ adet intramolekiiler disiilfid
bag iceren tek zincirli bir polipeptitdir (Boonstra ve ark. 1995). Epidermal biiyiime faktor,
etkisini yiiksek affiniteli epidermal biyiime faktor reseptorlerine (EGFR) baglanarak
gosterir. Epidermal biiytime faktori, reseptore baglandiktan sonra, EGFR’lerin intraseliiler
kismindaki tirozin rezidiilerinin fosforilasyonu gergeklesir, reseptorlerin fosforilasyonundan

sonra sitoplazma ve hiicre ¢ekirdegine dogru sinyal iiretimi baslar (Citri ve Yarden 2006).

Kedilerde EGF ve EGFR’nin folikiilogeneziste 6nemli rolleri bulunmaktadir.
Epidermal Biiylime Faktori, teka interna, intersitisyel bez hiicreleri ve KL’de lokalizedir.
Epidermal biiylime faktor reseptorleri ise primer, sekunder ve tersiyer folikiillerin graniiloza
ve intersitisyel bez hiicrelerinde bulunmaktadir (Goritz ve ark. 1996). Merlo ve ark. (2005)
evcil kedi oositlerine kattiklar1 25 ng/ml EGF’nin zigotun béliinme, morula ve blastosit

asamasina gegme oranini arttirdigini tespit etmislerdir. Polat ve ark. (2009), kedilerde
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oositlerin maturasyonu i¢in kullandiklari medyuma katilan EGF’lerin oosit gelisimine
olumlu katki yaptigimi belirlemislerdir. Fujihara ve ark. (2014) ise EGF’nin folikiillerin

hayatta kalmasini 6nemli 6l¢tide arttirdigi vurgulamaktadirlar.

2.8.2. Insulin Benzeri Biiyiime Faktorleri

Insiilin benzeri biiyiime faktorleri, ii¢ adet intramolekiiler disiilfid bag ile c-peptid
iceren polipeptit yapida molekiillerdir (Hossner ve ark. 1997). Insiilin benzeri biiyiime
faktorleri sistemi ayni reseptore baglanan iki ligand (IGF-1 ve IGF-2), iki adet insulin
benzeri biiylime faktorii reseptorii (IGF1R ve IGF2R) ve alt1 adet insulin benzeri biiyiime
faktorii baglayici proteinler (IGFBP1-6) ve baglayict proteinlerin ortadan kaldirilmasini
saglayan proteazlardan olusmaktadir. Insulin benzeri biiyiime faktorlerinin kontrolii benzer
IGFBP’ler tarafindan saglanmaktadir. Insulin benzeri biiyiime faktorii baglayici proteinler
hem IGF’lere baglanarak etkilerini ortadan kaldirmaktadir, hem de IGF’lerin
degredasyonunu engelleyerek yarilanma omiirlerini uzatmaktadir (Kawai ve Rosen 2010,
Annunziata ve ark. 2011). Insiilin benzeri biiyiime faktérleri sisteminin tiim bu bilesenleri
ovaryum folikiilleri, KL ve oositte yer almaktadir. Insiilin benzeri biiyiime faktor iiretimi

beslenme durumundan etkilenmektedir (Giudice 2001).

Insiilin benzeri biiyiime faktor-1’in primordiyal folikiiller iizerine bir etkisi yokken,
IGF-1 ve 2’nin in vivo ve in vitro olarak sekunder folikiillerin gelismesini sagladigi
bildirilmektedirler. Antral folikiillerde, IGF-1 ve |IGF-2’nin graniiloza hiicre
proliferasyonunu ve steroidogenezisi uyarirken, apoptosisi inhibe etmektedirler (Sirotkin ve
ark. 2003, Silva ve ark. 2006, Webb ve Campbell 2007, Mihm ve Evans 2008). Insulin
benzeri bilyiime faktorii baglayici proteinler folikiillerde apoptozis belirtecidirler (Webb ve
Campbell 2007). Graff folikiillerinde ise IGF-2 diizeyi artarken, IGFBP-4 diizeyi
azalmaktadir (Giudice 2001). Dolayistyla IGF ve IGFBP’lerin folikiil geligsimi ve se¢ciminde
onemli rolleri oldugu goriilmektedir (Sirotkin 2011).

Kitiyanant ve ark. (2003) kedi oositlerinin in vitro maturasyonunda yaptiklar1 bir
caligmada maturasyon medyumuna ekledikleri IGF-I’in, 1. ve 2. Kalite oositlerin
maturasyonuna olumlu etki yaptiklar1 ifade etmektedirler. Yildirnrm ve ark. (2014) kedi
oositlerinde maturasyon i¢in medyuma kattiklar1 IGF-I ve EGF’nin maturasyon oranlari

tizerine etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, folikiiler donemde elde edilen oositlerin
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sadece IGF-I varliginda %72.8; EGF + IGF-I varliginda ise %78.1 oraninda Metafaz 1l
asamasina ulastigini, luteal donemde elde edilen oositlerde ise bu oranin %17.5 ve %16.9
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica IGF-I'nin tek basina ya da FSH ile beraber graniiloza

hiicrelerinin proliferasyonunu arttirdigi bildirilmektedir (Perego ve ark. 2021).

2.8.3. Transform Yapan Biiyiime Faktor-f3

Folikiiler gelisim siireci boyunca 00sit-graniiloza hiicreleri ve graniiloza-tekal
hiicreler arasinda karsilikli bir etkilisim s6z konusudur. Bu etkilesimin de en 6nemli
pargalarindan birisi TGF-f ailesine ait molekiillerdir (Eppig 2001, Knight ve Glister 2006).
Transform yapan faktor-f ailesi, 3 adet TGF-B1, 2, 3 izoformu, inhibin A ve B (inhibin-
A,B ve AB), 20 adet BMP, 9 adet GDF ve AMH’den olusmaktadir (Knight ve Glister 2006).
Tim bu gelisim faktorlerinin folikiilogenezisin tiim asamalarinda, primordiyal folikiil
aktivasyonu, oosit ve graniiloza hiicrelerinin gelisimi, folikiil gelisimi ve biiylimesi, antral
folikiillerin se¢ilimi, ovulasyon ve korpus luteum olusumunda goérev aldigi ifade
edilmektedir (Knight ve Glister 2006, Field ve ark. 2014, Patton ve ark. 2021). Transform
yapan faktor-f ailesine ait olan oosit kokenli GDF-9, BMP-6 ve BMP-15; graniiloza
hiicrelerinden tiretilen SCF, tekal ve stromal hiicre kokenli BMP-4 ve BMP-7 gibi peptitlerin
oosit ve folikiil gelisiminde 6nemli rolleri bulunmaktadir (Knight ve Glister 2006, Field ve
ark. 2014).

2.8.3.1.Biiyiime Farkhlastiric1 Faktor-9

Biiyime farklilagtiric1 faktor-9, baslica oosit tarafindan iiretilen ve LHR ifadesini
baskilayarak etkilerini gosteren bir gelisme faktoriidiir (Kaivo-Oja ve ark. 2005, Knight ve
Glister 2006). Kedilerde GDF-9 agirlikli olarak primer ve antral folikiillerin oositlerinde
bulunmakta, BMPR2 ise primordiyal ve primer folikiillerde bulunmaktadir (Bristol ve
Woodruff 2004). Fujihara ve ark. (2014) GDF-9’un primordiyal folikiil aktivasyonunda
herhangi bir etkisi olmadigini vurgularken, Perego ve ark. (2021), kedilerde in vitro
graniiloza hiicre kiiltirinde GDF-9’un progesteron sentezinde artisa yol agtigini

bildirmektedirler.
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2.8.3.2. Kemik Morfogenetik Faktor-15

Kemik morfogenetik faktor-15 agirlikli olarak oositlerden firetilen ve folikiil
gelisiminde 6nemli rolii olan bir gelisim faktoriidiir (McNatty ve ark. 2005, Myers ve
Pangans 2010). Kemik morfogenetik faktor-15 en ¢ok oositte daha sonra kumulus
hiicrelerinde ve daha az oranda ise graniiloza hiicrelerinde tretilmekte olup, kumulus
hiicrelerinin apoptozisini engellemektedir (Hussein ve ark. 2005). Kedilerde primordiyal
folikiillerden sekunder folikiillere kadar olan gelisim asamalarinda BMP-15 seviyesinin
artt1ig1 ifade edilmektedir (Kehoe ve ark. 2021). Ratlarda yapilan bir ¢alismada (Otsuka ve
ark. 2001) BMP-15’in, steroidojenik akut diizenleyici protein (StAR) ve kolesterol yan zincir
bolinme enzimi (CYP11Al) iretimini azaltarak progesteron sentezini azalttigi ifade

edilmektedir.

2.8.3.3.inhibin

Inhibin, graniiloza hiicrelerinden salinan TGF-B hormon ailesine ait glikoprotein
yapisinda bir hormon olup disiilfit bagi ile birbirine bagli, bir adet ortak inhibin-a ile inhibin
Ba ya da inhibin Bg’den herhangi birini igeren iki farkl alt {initeden olusmaktadir (Knight
1996, Taya ve ark. 1996, Phillips ve Woodruff 2004, Ganguly ve ark. 2010). Inhibin A bir
adet ortak inhibin-a ve bir adet inhibin Ba’dan olusurken; inhibin B ise ortak bir inhibin-a ve
bir adet inhibin Bg iinitesinden meydana gelmektedir. Inhibin etkisini hipofiz bezine direk
olarak negatif geri bildirimle serum FSH seviyesinde azalmaya yol acarak gostermektedir
(Taya ve ark. 1996, Phillips ve Woodruff 2004).

Insan ve maymunlarda yapilan galigmalarda preantral ve kiigiik antral folikiillerde
inhibin B alt tinitesinin agirlikta oldugu; folikiil biiyiikliigii arttik¢a inhibin-a ve inhibin Ba
alt linitesinin artig gosterdigi belirlenmistir (Schwall ve ark. 1990, Roberts ve ark. 1993).
Benzer sekilde sigan ve hamsterlerde, inhibin Bg agirlikli olarak kiigiik folikiillerde
goriiliirken, preovulatorik folikiillerde ise inhibin Ba protein miktarinin arttigi goriilmektedir
(Arai ve ark. 2002, Arai ve ark. 2005). Kedilerde inhibin A proteini biiyiik antral folikiillerin
mural graniiloza hiicrelerinde daha fazla bulunmaktadir. Inhibin Pa ve inhibin Bg ise
primordiyal ve primer folikiillerinden salinmaktadir. Inhibin Ba ayrica sekunder folikiiller ve
biiyiik antral folikiillerin teka hiicrelerinden de tiretilmektedir. Korpus luteumda ise inhibin

Ba ve Bg ile ilgili herhangi bir bulgu goriillmemistir (Bristol-Gould ve Woodruf, 2004).
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2.8.3.4.Aktivin

Aktivin, graniiloza hiicrelerinden salinan TGF-B hormon ailesine ait glikoprotein
yapisinda bir hormon olup disiilfit bagi ile birbirine baglanmaktadir. Molekiil agirlig1 25 kDa
agirhi@inda olup inhibin-f alt tinitelerden olusan dimerlerdir. Aktivin A (Ba-Ba), aktivin B
(Be-BB) ve aktivin AB (Ba-Bg) olmak iizere {i¢ formu bulunmaktadir (Saribay ve Dogruer
2015). Kedilerde aktivin-pa ve aktivin-Bg alt tiniteleri ve aktivin reseptorlerinin primordiyal
ve primer folikiillerin graniiloza hiicrelerinden iiretildigi belirtilmektedir. Dolayisiyla
aktivinin daha ¢ok kiigiik folikiillerin gelisiminde rol oynadigi belirtilmektedir (Bristol-
Gould ve Woodruf 2004). Wongbandue ve ark. (2013), aktivinin kedilerde preantral
folikiillerde proliferasyonu arttirdigini bildirirken, Perego ve ark. (2021) ise aktivinin kedi
graniiloza hiicre kiiltiirlinde steroid iiretimi ve hiicre proliferasyonu lizerine herhangi bir

etkisinin olmadigini ifade etmektedirler.

2.8.3.5. Antimiillerian Hormon

Antimiillerian hormon, TGF-f ailesine ait olan glikoprotein yapisinda ve 140 kDa
agirhiginda bir hormondur (Cate ve ark. 1986, Baarends ve ark. 1995). Ilk olarak 1953 yilinda
Alfred Jost tarafindan, tavsan fetuslarinda testislerin disi genital organlarin gelisimini
engelleyen bir molekiil sentezledigi ortaya konmustur (Jost 1953). Daha sonra yapilan
calismalarda ise (Jost ve ark. 1973, Di Clemente ve ark. 1994, Baarends ve ark. 1995, Josso
ve Clemente 2003), AMH’nin erkeklerde testisteki sertoli hiicrelerinde tiretilmekte oldugunu
ve disi genital sistemin taslagi olan Miiller Kanal’inin regresyonunda gorevli oldugu

belirlenmistir.

Genel olarak AMH de dahil olmak tizere TGF-f ailesi, Tip 1 ve Tip 2 olmak iizere
iki adet serin/treonin kinaz yapili reseptér kompleksine baglanarak etkisini gosterirler
(Knight ve Glister 2006). Antimiillerian hormon igin esas reseptor AMHRII olarak
gosterilmis, bu reseptoriin ortadan kaldirildigi erkeklerde, internal pseudo hermafrodit
bireylerin ortaya ciktig1 ifade edilmektedir (Mishina ve ark. 1996). Tip 1 reseptor ligand
baglayici, Tip 2 reseptor ise intraseliiler sinyal olusturucu reseptdr olarak ifade edilmektedir.
Antimiillerian hormon, Tip 1 ve Tip 2’den olusan reseptor kompleksine baglandiktan sonra
intraseliiler kinaz boélgesinin fosforilizasyonu neticesinde Smad-1, Smad-5 ve Smad-8 (R-

Smads) olarak adlandirilan molekiillerin fosforilizasyonuna yol agar. Daha sonra, olusan
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kompleks stoplazmada mevcut olan ortak Smad 4 proteini ile birlesip, ¢ekirdege gecerek
hedef genin ekspresyonuna yol agmaktadir (Knight ve Glister 2006, Umer ve ark. 2019).

PR

Antimiillerian hormon’un yarilanma émriiniin 1,5-2,5 giin arasinda degistigi bildirilmektedir

(Vigier ve ark. 1983, Claes ve ark. 2013, Murase ve ark. 2015).

2.9. Antimiillerian Hormonun Folikiilogenezisteki Rolii

Antimiillerian hormon graniiloza hiicrelerinden iiretilmektedir (Vigier ve ark. 1984,
Takahashi ve ark. 1986, Bezard ve ark. 1987). Antimiillerian hormon’un folikiilogenezisteki
etkileri primordiyal folikiil gelisiminin ve FSH aracili gelisimin 6nlenmesidir (Durlinger ve
ark. 2002). Boylece AMH, folikiillerin, folikiil havuzundan hizli bir sekilde atilmasini
engelleyerek, folikiil rezervlerinin erken tiikkenmesini onlemektedir (Lebbe ve Woodruff
2013). Antimiillerian hormonun SCF ve FGF-7 aracili primordiyal folikiil aktivasyonunu
engelledigi ifade edilmektedir (Nilsson ve ark. 2007, Hu ve ark. 2014). Ayrica gonadotropin
bagimli folikiiler gelisim doneminde FSH reseptorlerini baskilayarak da etkisini
gostermektedir (Durlinger ve ark. 2001, Pellatt ve ark. 2011). Bir diger etkisi de, aromataz
enzim ifadesini ve graniiloza hiicrelerinde LH reseptorlerini baskilayarak androjenlerin
Ostrojenlere doniistiiriilmesi islemini engellemesidir (Di Clemente ve ark. 1994, Grossman
ve ark. 2008, Hagen ve ark. 2014, Sacchi ve ark. 2016).

Folikiilogenezis asamasinda primordiyal folikiiller AMH iiretimi yapamamakta,
primordiyal folikiillerin aktivasyonunun AMH iiretiminde 6nemli bir basamak olarak ifade
edilmektedir (Baarends ve ark. 1995, Weenen ve ark. 2004). Genel olarak folikiil biiytikligii
arttikca AMH iiretiminin azaldig goriilmektedir (Durlinger ve ark. 2002, Weenen ve ark.
2004, Monniaux ve ark. 2011, Monniaux ve ark. 2012, Almeida ve ark. 2018, Alkan Karakas
ve ark. 2019). Saglikli ve atretik folikiillerde farkli oranlarda AMH iiretimi oldugu
bildirilmektedir. Saglikli antral folikiillerin, graniiloza hiicrelerinin teka hiicrelerine yakin
olan kisimlarinda daha fazla AMH iiretimi goriilirken (Monniaux ve ark. 2012), atretik
folikiillerde ise sadece kumulus ooforus hiicrelerinde AMH firetiminin oldugu goriilmektedir
(Rico ve ark. 2011). Tiir farklilig1 olarak AMH’nin domuz ovaryumunun tekal hiicrelerinden
de iiretildigi ortaya konmus olmakla birlikte, nasil bir islevi oldugu ile ilgili heniiz yeterince

literatiir bilgi mevcut degildir (Almeida ve ark. 2018).
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2.9.1. Intraovaryan AMH Uretimini Diizenleyen Faktorler

Antimiillerian hormon iretimi, BMP, gonadotropinler, steroidler, metabolik ve

yangisal faktorler tarafindan diizenlenmektedir (Di Clemente ve ark. 2021).

2.9.1.1. Kemik Morfogenetik Faktorler

Oosit kokenli olan BMP-15 keg¢i graniiloza hiicrelerinde AMH ifadesini arttirdigi
(McNatty ve ark. 2005, Zhao ve ark. 2018), insan graniiloza hiicrelerinde ise GDF-9 ve
BMP-15’in kombine olarak AMH iiretimini arttirdig1 bildirilmektedir (Convissar ve ark.
2017). Ozellikle BMP-4 ve BMP-6"nn ineklerde in vitro ortamda AMH mRNA ifadesini
arttirdigi ifade edilmektedir (Rico ve ark. 2011). Benzer sekilde koyun graniiloza
hiicrelerinde de BMP-4’tin AMH mRNA ifadesini arttirdigi vurgulanmaktadir. Kedilerde
GDF-9, EGF ve SCF’nin folikiiler gelisimde etkili rolleri oldugu ifade edilmektedir.
Ozellikle EGF’nin folikiillerin hayatta kalmasinda etkili oldugu, SCF’nin ise primordiyal
folikiillerden sekunder folikiillere kadar olan gelisimde etkin rol oynadig ifade edilmektedir
(Bristol-Gould ve Woodruf 2004, Fujihara ve ark. 2014, Thuwanut ve ark. 2017). Kehoe ve
ark. (2021) kedilerde yaptiklari c¢alismalarinda primordiyal folikiillerden sekunder
folikiilerin gelisimine kadar olan donemde BMP-4 ve BMP-15 mRNA ifadesinin arttigini

ifade etmektedirler.

2.9.1.2.Gonadotropinler ve Ostrojenler

Antimiillerian hormon iiretimi gonadotropinler, ozellikle de FSH tarafindan
diizenlenmektedir (Di Clemente ve ark. 2021). insan ve ineklerde in vitro olarak FSH’nin
AMH mRNA ifadesinin arttirdig: ifade edilmektedir (Taieb ve ark. 2011, Scheetz ve ark.
2012). Ancak bu durum ortamda androjen varligina gére degismektedir. Ostrojen prekiirsorii
olan androjenin kiiltiir ortamina eklenmesi durumunda FSH’nin AMH iizerine olan uyarici
etkisi de ortadan kalkmaktadir. Dolayisiyla dstrojenin AMH hormonu tiretimine baskilayici
etki yaptigi ifade edilmektedir (Monniaux ve ark. 2012, Scheetz ve ark. 2012, Pierre ve ark.
2017). Ancak Ostrojenin graniiloza hiicrelerinden AMH iiretimine olan etkisi folikiiliin
biiyiikliigiine bagh olarak degismektedir (Crisosto ve ark. 2009). Bu etkinin muhtemelen
Ostrojen reseptorlerinin [Ostrojen reseptor-1 (ESR1), Ostrojen reseptor-2 (ESR2)] folikiil

boyutuna bagli olarak farkliik gostermesinden kaynaklandigi disiiniilmektedir.
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Antimiillerian hormon ftiretiminin, ESR1/ESR2 orani >1 oldugunda arttig1; ESR1/ ESR2
orani <l oldugunda ise azaldig1 bildirilmektedir. Geg¢ folikiiler donemde artan ESR2 ve

Ostrojenin AMH {izerine inhibe edici etkisini arttirdigi vurgulanmaktadir (Grynberg ve ark.
2012).

2.9.1.3.Metabolik ve Yangisal Faktorler

Antimiillerian hormon {iretiminin metabolik ve yangisal faktorler tarafindan
etkilendigi ifade edilmektedir (Di Clemente ve ark. 2021). Ozellikle insiilinin AMH mRNA
ifadesini arttirdigi, timor nekrozis faktor-a (TNF-a) ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktor
(VEGF)’ilin ise azalttig1 ifade edilmektedir (Glister ve ark. 2014, Fang ve ark. 2016, Liu ve
ark. 2019).

2.10. Serum AMH Seviyesini Etkileyen Faktorler

Serum AMH seviyesini etkileyen bir¢ok faktdr mevcuttur. Bunlar yas, beslenme, tiir,
oOstriis siklusunun donemi, irkin etkisi, hastaliklar, alinan kan 6rneginin etkisi, test Kitinin
etkisi, orneklerin muhafaza kosallar1 seklinde belirtilmektedir (Umer ve ark. 2019, Walter
2020).

2.10.1. Yas

Serum AMH seviyesi yasa bagl olarak azalmaktadir (Umer ve ark. 2019). Ug
ayhiktan kiiciik kedilerde AMH seviyesi en yiiksek seviyedeyken, 12 ayliktan biiyiik
kedilerde ise diisiik seviyelerde oldugu bildirilmektedir (Snoeck ve ark. 2017). Diger tiirler
icin de bu durumun gegerli oldugu belirtilmektedir. Kisraklarda AMH’nin erken yaglarda en
yiiksek seviyede seyrettigi, 17-18 yaslarinda pik yaptig1, daha ileri yaslarda ise azalmaya
bagladig1 ifade edilmektedir (Ball ve ark. 2019). Benzer sekilde prepubertal kuzularda AMH
3-4,5 aylar arasinda dolasimda en yiiksek seviyedeyken, 6. aydan sonra ise giderek azalmaya
basladig ifade edilmektedir (Lahoz ve ark. 2014).
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2.10.2. Beslenme

Beslenme durumu da AMH seviyesini etkilemektedir (Umer ve ark. 2019). Gebeligin
ilk ti¢ aylik déneminde, yem kisitlamasina gidilen ineklerden dogan buzagilarin AMH
seviyesinin daha diisiik oldugu ifade edilmektedir (Mossa ve ark. 2013). Kadinlarda
obezitenin serum AMH seviyesi ile negatif iligkili oldugu belirtilmektedir (Moy ve ark.
2015).

2.10.3. Ostriis Siklusunun Donemi

Antimiillerian hormon seviyesi Ostriis siklusunun dénemine gore de degismektedir
(Umer ve ark. 2019). Kopeklerde yapilan bir ¢alismada (Nagashima ve ark. 2016),
anOstriisiin sonlarindan itibaren ovulasyondan 6 giin 6ncesine kadar AMH seviyesi artigi,
ovulasyondan 3 giin dnce ise azalmaya basladig1 belirlenmistir. Ineklerde ise dstriisii takip
eden giinlerde goriilen FSH pikleri AMH seviyesinde diisiise yol agmaktadir. Ineklerde FSH
seviyesindeki artigin, fazla miktarda AMH iireten kiiciik antral folikiillerde bir azalmaya yol
acarak serum AMH seviyesinde bir diisiise neden oldugu belirtilmektedir (Monniaux ve ark.
2012). Kedilerde diger tiirlere benzer sekilde, AMH seviyesinin andstriis ve inter-Ostral
aralikta yiiksek oldugu, ostriis doneminde diisiis gosterdigi, prodstriis ve Ostriis donemleri
arasinda ise AMH seviyesinde bir fark gériilmedigi bildirilmektedir (Flock ve ark. 2022b,
Giiltiken ve ark. 2022).

2.10.4. Irkin Etkisi

Antimiillerian hormon seviyesi irka bagli olarak da degismektedir (Umer ve ark.
2019). Biiyiik 1rk kopeklerde, kiigiik 1rk kopeklere nazaran daha az miktarda AMH seviyesi
goriildiigii ifade edilmektedir (Hollinshead ve ark. 2017).

2.10.5. Alman Kan Orneklerinin Etkisi

Alinan kan 6rneginin AMH konsantrasyonu tizerine etkileri oldugu bildirilmektedir
(Walter 2020). Plazmadan olgiilen AMH seviyelerinin serumdan elde edilen AMH
seviyesinden daha yiiksek oldugu belirtilmektedir (Themmen ve ark. 2016).
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2.10.6. Test Kitinin Etkisi

Antimiillerian hormonu 6l¢timii i¢in giiniimiizde DSL (DSL, Webster, Texas, USA),
Immunotech (Marseille, France), AMH Gen Il (Beckman Coulter), AMH/MIS ELIZA kit
(Ansh Laboratories, Texas, USA), Access AMH kit (Beckman-Coulter Diagnostics, USA)

ve Elecsys® AMH Immunoassay (Roche Diagnostics International Ltd, Indiana, USA)
kitleri kullanilmaktadir (Li ve ark. 2021). Giinlimiizde en ¢ok kullanilan kit olan AMH Gen
II, DSL kit sistemindeki antikorlar ile Immunotech kitindeki referanslarin kullanilmasiyla
olusturulmustur (Kumar ve ark. 2010). Ancak, AMH Gen Il kitinin 6rneklerin sulandirma
ve farkli saklama kosullar1 altinda tutuldugu zaman giivenilir olmayan sonuglar verdigi
bildirilmektedir (Rustamov ve ark. 2012, Dewailly ve ark. 2014). Giivenilir olmayan
sonuglarin ortaya ¢ikmasinda serum komplement protein Cl1q’nun kitte bulunan antikora
baglanmasinin da etkili oldugu belirtilmektedir. Bu problemin 6niine ge¢mek igin pre-
mixing asamasi protokole eklenmis ancak bunun sonucunda ise AMH seviyesinin
konvansiyonel protokole gore daha yiiksek seviyede oldugu bildirilmistir (Han ve ark. 2014).
Olgiilen AMH seviyeleri kullanilan testlere gore farklihk gostermektedir. Kopekler igin
kullanilan ~ ELIZA  testleri ~ (Canine-based = ELIZA  test  AnshLabs® ve
EastBioPharm®cMIS/AMH) insanlar icin iiretilen ELIZA testinden (BeckmanCoulter®)
daha yiiksek AMH seviyesinin dl¢iilmesine yol agmaktadir (Pir Yagc1 ve ark. 2016b).

2.10.7. Orneklerin Muhafaza Kosullari

Muhafaza kosullarindan 6zellikle de sicakligin AMH seviyeleri tizerine etkili oldugu
vurgulanmaktadir. Oda sicakliginda (20°C) saklanan tam kanda AMH seviyesinin 4 giin
sonunda %31 oraninda artt1g1, buzdolabi sicakliginda (4°C) saklanan 6rneklerde ise 4 giin
sonunda artisin %11 civarinda oldugu ifade edilmektedir. Antimiillerian hormon 6l¢timii i¢in
tam kan Orneklerinin 3 saat icerisinde santrifiij edilip elde edilen serumun ayrilmasi
durumunda ise oda sicakliginda 5 giin, buzdolab:1 sicakliginda ise 2 giine kadar AMH
seviyesi stabil seyretmektedir (Fleming ve ark. 2013). Rustamov ve ark. (2012) oda
sicakliginda 7 gilin tutulan serum orneklerinde AMH seviyesinin %58 oraninda artig
gosterdigini belirtmektedirler. Kumar ve ark. (2010), AMH o6l¢iimii amaciyla 2-8°C
araliginda saklanan serumlar ile taze serumlar arasindaki farkin %8, -20°C’de saklanan

serumlar ile taze serumlar arasindaki farkin ise %1’den az oldugunu bildirilmektedir.
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2.11. Antimiillerian Hormonun Klinik Kullanim Amagclari

Antimiillerian hormon, ovarian remnant sendrom ve graniiler hiicre tiimoriinin
teshisinde, fertilitenin degerlendirilmesinde bir belirteg olarak ve gonadektomi durumunun
belirlenmesi igin kullanilabilmektedir (Walter 2020).

2.11.1. Ovarian Remnant Sendrom

Ovarian remnant sendromu daha Once ovaryohisterektomi operasyonu gegiren
hayvanlarda fonksiyonel bir ovaryum dokusunun varlig1 olarak ifade edilmektedir (Miller
1995). Ovarian remnant sendromunda vulvada siskinlik, ser6sanguinéz akinti, erkek
hayvanlar tarafindan ilgi gorme, ciftlesme ve yalanci gebelik gibi ¢esitli bulgular
goriilmektedir (Sontas ve ark. 2007). Ovarian remnant sendromu’nun teshisinde vaginal
sitoloji, hormon seviyelerinin Ol¢climii ya da deneysel laparatomi gibi yOntemler
kullanilmaktadir (Wallace 1991). Ancak, bu teshis yontemleri masrafli ve tekrarli
orneklemeler gerektirmektedir (Buijtels ve ark. 2006). Kedi ve kopeklerde ORS teshisi
amaciyla kullanilan hormonlardan bir tanesinin de AMH oldugu belirtilmektedir.
Antimiillerian hormon 06l¢timii ile siklusun doneminden bagimsiz olarak ORS tanisinin

konulabilecegi ifade edilmektedir (Place ve ark. 2011).

2.11.2. Graniiler Hiicre Tiimoru

Ovaryum tiimorlerine tiim evcil hayvanlarda rastlanilmaktadir. Disilerde
ovaryumlarda goriilen tiimérlerin yaklagik %50’si graniiler hiicre tiimortidiir (MacLachlan
1987, Diez-Bru ve ark. 1998). Graniiler hiicre tiimorleri (GCT) genellikle tek tarafli,
metastaz yapabilme 6zelligine sahip, biiyiik, lobuler yapili, sari-beyaz bir yiizeye sahiptir.
Bazen de kistik, hemorajik ve nekrotik yapida olabilirler (Nielson ve ark. 1976). Hormonal
olarak aktif GCT vakalarinda; Ostriis siklusunda degisiklikler, Ostriisler arasi siirenin
degismesi, endometriyumun kistik hiperpilazi ve piyometra goriilebilmektedir (Johnston ve
ark. 2001). Kadinlarda goriilen GCT vakalarinda serum AMH seviyesinin yiiksek oldugu
ifade edilmektedir (Rey ve ark. 2000). Benzer sonuglar ineklerde (EI-Sheikh ve ark. 2013)
ve kisraklarda (Ball ve ark. 2012) da bildirilmistir. Ayni sekilde graniiler hiicre tiimorlii kedi
ve kopeklerde serum AMH seviyesinin saglikli kedi ve kopeklere kiyasla daha yiiksek
oldugu belirtilmektedir (Heaps ve ark. 2017, Walter ve ark. 2018).
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2.11.3. Fertilite i¢in Bir Belirtec

Antimiillerian Hormon seviyesi ile fertilite arasinda pozitif bir korelasyonun oldugu
bildirilmektedir (Umer ve ark. 2019). Ribeiro ve ark. (2014) calismalarinda AMH
seviyesinin yiiksek oldugu ineklerde, tohumlama sonrasi 35-60. giinler arasindaki gebelik
kayiplarinin daha diisiik oldugunu belirlemislerdir. Arastirmacilar (Pinto ve ark. 2018, Sevgi
ve ark. 2019, Alkan ve ark. 2020) siiperovulasyon uygulamasi éncesi AMH degerlerinin elde
edilecek embriyo sayisi ile iligkili oldugunu ifade etmektedirler. Snoeck ve ark. (2017),
kedilerde AMH hormon seviyeleri ile oosit in vitro maturasyonu arasindaki iligkiyi ortaya
koyduklar1 ¢alismalarinda, prepubertal (0-3 ay), peripubertal (3-12 ay) ve pubertal (>12 ay)
donemdeki kedilerde serum AMH degerlerinin sirasiyla 18.71 pg/L, 9.27 ng/L, 4.13 pg/L
oldugunu ifade etmektedirler. Yaptiklar1 ¢calismalarinda peripubertal ve pubertal donemdeki
kedilerden elde edilen oositlerin maturasyon oraninin prepubertal kedilere gore daha yiiksek
oldugunu vurgulamaktadirlar. Hollinshead ve ark. (2017), biiyiik irk kopeklerde kiigiik 1rk
kopeklere gore ve bir batinda daha fazla sayida yavru doguran irklarda AMH seviyesinin

daha yiiksek oldugunu ifade etmislerdir.

2.11.4. Gonadektomi Durumunun Belirlenmesi

Antimiillerian hormon 6l¢iimii ile kedi ve kopeklerin kisirlagtirilmig olup olmadigi
konusunda bilgi saglanabilmektedir (Themmen ve ark. 2016, Pir Yagci ve ark. 2016a,b).
Place ve ark. (2011) kopeklerde < 0.09 ng/ml AMH seviyesinini, kopegin kisirlagtirilmig
olabileceginin bir gostergesi oldugunu ifade etmislerdir. Ancak yasin ilerlemesine bagl
olarak, AMH seviyesi azalmaktadir (Umer ve ark. 2019). Ug ile alt1 aylik yas araliginda
bulunan kopeklerin %50’sinde  AMH seviyelerinin 0.09 ng/ml’den yiiksek oldugu
belirlenmistir. Bu durum hatali negatif sonuglarin ortaya ¢ikmasina yol agabilir. Dolayisiyla
AMH seviyelerinin 6l¢iimii, gonadektomi operasyonlarinin ge¢misi hakkinda sadece olgun
disi kopeklerde giivenilir sonuglar vermektedir (Place ve ark. 2011). Axner ve Holst (2015)
kisirlagtirilmig 16 kedide yaptiklari galigmalarinda AMH seviyesinin 0.14 ng/ml’ nin altinda
oldugunu tespit etmisler, bu seviye esik deger kabul edildiginde, testin sensivite ve
spesifitesini %100 olarak ifade etmislerdir. Kedilerde ovaryohisterektomi operasyonundan
sonraki 10.gtinde AMH seviyesi tespit edilemeyecek kadar diisiik seviyelerde (0.08 ng/ml)
olmaktadir. Bu nedenle kedilerde gonadektomi durumunun tespitinde AMH seviyesinin

Ol¢timii ile daha giivenilir sonuglar elde edilmektedir (Pir Yage1 ve ark. 2016a).
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3.  GEREC ve YONTEM

Calisma icin gerekli olan hayvan deneyleri etik kurul izni, Hatay Mustafa Kemal
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan 24.06.2020 tarih ve 2020/04-23
sayil1 karar ile onaylandi. Arastirma Hatay Mustafa Kemal Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Birimi tarafindan desteklendi (20.D.019).

3.1. Gereg¢

Calismanin hayvan materyalini 08/10/2020-01/03/2022 tarihleri arasinda Hatay
Mustafa Kemal Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dalina
ovaryohisterektomi talebiyle basvuran yaslar1 5-48 ay arasinda degisen, ortalama 3.07+ 0.5
kg canli agirliga sahip, klinik muayeneleri sonucunda sistemik bir hastalik belirlenmeyen ve
herhangi bir jinekolojik problemi olmayan, en az bir fertil dstriis gosterdigi hasta sahibinden

aldig1 anamlezle dogrulanan 20 saglikli disi kedi olusturdu.
3.2. Yontem

3.2.1. Cahsma Gruplarimin Olusturulmasi

Calismadaki kediler, seksiiel siklusun donemi (folikiiler (n=8), luteal (n=4) ve
anostriis (n=8)), yas (1 yas alt1 (n=8); 1 yas tstii (n=12)) Pir Yagc1 ve ark. (2016a) ve viicut
agirliklarina (2-3 kg (n=10); 3 kg tistii (n=10)) gore gruplandirildi.

3.2.2. Kan Orneklerinin Alinmasi

Operasyon 6ncesinde ve postoperatif 3. ve 10. giinlerde serum AMH, E2, P4, FSH
ve LH seviyelerini belirlemek amaciyla v.cephalica’dan antikoagiilansiz serum tiiplerine
ortalama 3 ml kan alindi1 (Pir Yagc1 ve ark. 2016a). Alinan kan 6rnekleri 5 dakika 3000
rpm’de santrifiij edildi ve serumlari ¢ikarildi. Serum drnekleri analizleri yapilincaya kadar -

20 °C’lik derin dondurucuda muhafaza edildi.
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3.2.3. Ovaryohisterektomi Operasyonu

Calismadaki kedilerin anestezisi, 1 mg/kg dozda ksilazin hidrokloriir (Basilazin %2,
Bavet, Tiirkiye) ve on dakika sonra 10 mg/kg dozda ketamin hidrokloriiriin (Ketasol %10,
Interhas, Tiirkiye) kas i¢i yolla uygulanmasiyla gerceklestirildi. Operasyon oncesinde
profilaksi amaciyla 20 mg/kg dozda sefazolin sodyum (Sefazol, 250 mg, Mustafa Nevzat,
Tiirkiye) kas i¢i olarak uygulandi. Ovaryohisterektomi operasyonu mediyan hattan
uygulanan laparotomiyi takiben 3-klemp ovaryohisterektomi yontemi ile gerceklestirildi
(Santos ve ark. 2022). Operasyonun tamamlanmasina yakin bir zamanda analjezik olarak
0,2 mg/kg dozda meloksikam (Maksikam, Bavet, Tiirkiye) deri alti olarak uygulandi.
Ovaryohisterektomi operasyonlart 8 Ekim 2020 ile 1 Mart 2022 tarihleri arasinda
gerceklestirildi.

3.2.4. Ovaryum Orneklerinin Toplanmasi

Ovaryohisterektomi sonrast ovaryumlar, biitiinliiklerinin korunmasina dikkat
edilerek tuba uterina sinirindan diseke edildi. Operasyon sonrasi alinan ovaryum ornekleri
histopatolojik ve immunohistokimyasal inceleme amaciyla analizleri yapilincaya kadar
%10’luk formalin soliisyonunda muhafaza edildi (Alkan-Karakas ve ark. 2019).

3.2.5. Seksiiel Siklusun Doneminin Belirlenmesi

Calismadaki kedilerin seksiiel siklus donemleri; anamnez, disi genital organlarin
postoperatif makroskopik muayenesi ve preoperatif donemde alinan vajinal sitolojik
orneklerin degerlendirilmesi, serum E2 ve P4 seviyelerine gore belirlendi (Yildirim ve ark.

2014, Hamouzova ve ark. 2017, Tanyapanyachon ve ark. 2018).

3.2.5.1.Vajinal Sitolojik Muayeneler

Calismadaki kedilerin siklus donemlerinin tespiti i¢in preoperatif vajinal sitolojik
muayene yapildi. Bu amagcla %0,9’luk serum fizyolojik ile 1slatilmis olan pamuk uglu swap
kullanildi. Swap vulvadan igeriye 2 cm ilerletilerek vestibulum/vaginanin tabanindan
ornekleme yapildi. Ornekleme yapildiktan sonra swap lamlara siiriilerek havada kurutuldu.

Kurutulan lamlarin iizerini tamamen kaplayacak sekilde May-Griinwald (Sigma Aldrich)
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boya dokiildii ve 5 dk beklendi. Herbir lam igin 5 ml olacak sekilde, 1 damla Giemsa (Sigma
Aldrich) soliisyonu/1 ml distile su hesabiyla Giemsa boya soliisyonu hazirlandi. Daha sonra
her bir lam1 tamamen kapatacak sekilde Giemsa boya soliisyonu dokiilerek 25 dakika
beklendi. Bu islemin ardindan lam tizerindeki boya dokiilerek distile su ile yikandi ve havada
kurumaya birakildi. Preparatlar 4x,10x, 40x’lik biiylitmelerde vajinal epitel hiicrelerinin
oranina gore kedilerin siklik donemi belirlendi (Johnston ve ark. 2001). Vajinal sitoloji
sonrasi belirlenen hiicreler; parabazal, intermediyer ve siliperfisiyal hiicreler (¢ekirdekli ve
cekirdeksiz) olmak iizere 3 ana baglik altinda siniflandirildi.
1. Parabazal hiicreler; Kiigiik yapili, ¢ekirdegi belirgin ve diisiikk sitoplazma-
cekirdek oranina sahip olan hiicreler,
2. Intermediyer hiicreler; parabazal hiicrelere kiyasla daha biiyiik olan ve
sitoplazma-gekirdek orani1 daha fazla olan hiicreler,
3. Siperfisiyal hiicreler; biiyiik ve diizensiz sekilli, sitoplazma-c¢ekirdek orani daha

biiyiik olan ve ¢ekirdekleri boya almayan hiicreler (Kustritz 2020).

Vajinal sitolojik bulgularun siklusun donemlerine gore incelenmesi Shille ve ark.
(1979) ve Mills ve ark. (1979)’in belirtigi sekilde yapildi. Vajinal sitolojik muayenede arka
planin temiz ve %40-60 oraninda siiperfisiyal hiicre olanlar folikiiler donem; %50- 75
intermediyer hiicre ve %9- 48 oraninda parabazal hiicre, notrofil ve hiicre dokiintiileri
belirlenen ornekler luteal donem; %50-100 intermediyer ve %10 civarinda parabazal hiicre

olanlar ise anostriis donemi olarak smiflandirildi.

3.2.5.2. Ovaryum ve Uterusun Makroskopik Muayeneleri

Calismadaki kedilerin seksiiel siklus donemleri; postoperatif makroskopik muayene
sonras1 folikiiler, luteal ve anéstriis evreleri olmak tizere li¢ donemde degerlendirildi.
Odematdz kornu uteri, ovaryum ve uterus ligamentlerindeki artan anastomoz ve
ovaryumlarda 2 mm’den biiyiik folikiillerin goriilmesi folikiiler donem olarak kabul edildi.
Ovaryumlarda korpus luteumun goriilmesi luteal donem (Yildirim ve ark. 2014), bir veya
her iki ovaryumda 2 mm’den biiyilik folikiillerin ve korpus luteumlarin goériilmemesi de

olgular da andstriis donemi olarak degerlendirildi (Uchikura ve ark. 2011).
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3.25.3. Serum Ostradiol 17-8 ve Progesterone Degerleri ile Seksiiel Siklusun

Doneminin Belirlenmesi

Serum E2 ve P4 degerlerine gore seksiiel siklusun doneminin belirlenmesi
Hamouzova ve ark. (2017)’a gore degerlendirildi. Buna gore; 20 pg/ml’den diisiik E2
degerleri andstriis, 1,5 ng/ml’den biiyiik P4 degerleri luteal donem, 20 pg/ml’den yiiksek E2

degerleri ise Ostriis olarak siniflandirildi.

3.2.6. Antimiillerian Hormon Ol¢iimii

Serum AMH seviyelerinin Olglimii icin ticari olarak {iretilen enzim aracili
immunoabsorban test kiti (Beckman Coulter®, AMH Gen II, USA), kullanim talimatlari
dogrultusunda kullanildi. Ornek ve reaktifler -20°C’den ¢ikatilip oda sicakligma (~25°C)
getirildi. Reaktifler kullanilmadan 6nce hafif ters gevrilerek karistirildi. Kalibratorler,
kontroller ve ornekler ikili olarak c¢alisildi. Mikropleyte ornek eklenmeden Once
kalibratorler, kontroller ve test 6rnekleri AMH Gen II Assay Buffer (60 puL kalibrator,
kontrol ya da 6rnek 300 uL. AMH Gen II Assay Buffer) ile hazirlandi. Kalibratér, kontrol ve
orneklerden 120 pL kuyucuklara eklendi. Takiben mikropleyt 600-800 rpm’de oda
sicakliginda (~25°C) 1 saat boyunca mikropleyt calkalayici ile inkiibe edildi. Daha dnce
hazirlanan yikama soliisyonu (Bir birim noninyonik deterjanli tamponlu salin ile dokuz birim
distile su) ile mikropleytler bes kez yikandi. Mikropleytler emici materyal {izerine ters
cevrilerek kurumaya birakildi. Daha sonra her bir kuyucuga mikro pipet yardimiyla 100 pL
antikor-biotin konjugat soliisyonu eklendi ve mikropleyt ¢alkalayici ile 600-800 rpm’de oda
sicakliginda (~25°C) 1 saat inkiibe edildi. Takiben mikropleytler yikama soliisyonu ile beg
kez yikandi ve emici materyal iizerine ters ¢evrilerek kurumaya birakildi. Mikropleytlerdeki
her bir kuyucuga 100 pL streptavidin-enzim konjugati eklendi ve mikropleyt ¢alkalayici ile
600-800 rpm’de oda sicakliginda (~25°C) 30 dk boyunca inkiibe edildi. Takiben
mikropleytler yikama soliisyonu ile bes kez yikandi, emici materyal iizerine ters ¢evrilerek
kurumaya birakildi. Daha sonra mikropleytteki her bir kuyucuga 100 uL TMB kromojen
cozeltisi eklendi. Mikropleytler, mikropleyt ¢alkalayici ile 600-800 rpm’de oda sicakliginda
(~25°C) 8-12 dk boyunca inkiibe edildi. Mikropleytteki her bir kuyucuga 100 uL. durdurma

soliisyonu eklendi. Mikropleytteki kuyucuklardaki soliisyonun absorbansi 450 nm degerine
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ayarlanmig ELIZA okuyucu (Erba Manheim, Lisascan) ile 30 dk sonra okundu. Beckman
Coulter AMH Gen II ELIZA kitinin minimum 6l¢iim araligi 0.08 ng/ml idi.

3.2.7. Ostradiol 17-B, Progesteron, Folikiil Uyaran Hormon ve Luteinizan Hormon

Olciimleri

Alman kan orneklerinden elde edilen serum o6rneklerinde, E2, P4, FSH ve LH
seviyeleri Electrochemiluminescence Immunoassay kitleri kullanilarak Atellica IM
Analyzer (Siemens Healthineers) cihazi ile dl¢iildii. Ostradiol-17f3, progesteron, FSH ve LH
i¢in kullanilan kitlerin 6l¢iim araliklari sirasiyla 11,80-3000 pg/ml; 0,21-60 ng/ml; 0,30-200
miU/ml; 0,07-200 mIU/ml idi. Ol¢iim sonunda mIU/ml olarak ifade edilen FSH ve LH

hormon seviyeleri ng/ml olarak degistirildi.

3.2.8. Histopatolojik Inceleme

Histopatolojik inceleme i¢in alinan Ornekler tespit sonrasinda 5 mm kalinliginda
kiigiiltiilerek bir gece akan ¢esme suyunda yikandi. Rutin olarak etil alkol, ksilol ve parafin
serilerinden gecirilerek tespit edildikten sonra parafinde bloklandi. Bu sekilde hazirlanan
doku bloklarindan mikrotomla 4 mikron kalinliginda alinan kesitler; énce 37°C’lik su
banyosuna atilip agilmalar1 saglandi ve sonra da lamlara alinarak 30 dakika 54°C’lik etiivde
kurutuldu. Biitiin doku kesitlerine rutin hematoksilen eozin (HE) boya yontemi uygulandi.
Bu amagla lama alinan kesitler; ksilende 3 kez 5’er dakika bekletilerek deparafinize edildi.
Sirayla alkol serilerinden gecirilerek rehidre edildi. Harris’in hematoksilen-eozin (HE)
yontemine gore boyandi. Tekrar alkol ksilolden gecirilip yapistirict (Entellan) yardimiyla
lamel ile kapatildi. Isik mikroskop (Olympus CX31) altinda incelendikten sonra
mikrofotograflar1 (Olympus DP12) alind1.

3.2.9. Immunohistokimyasal inceleme

Dokulardaki Anti-AMH ifadesini ve lokalizasyonunu gostermek i¢in Avidin Biotin
Peroksidaz Kompleks (ABC) teknigi, ticari kitte (SensiTek HRP, ScyTek Laboratories,
Logan, UT®) 6ngoriilen standart prosediire gore yapildi. Primer antikor olarak Anti-AMH
antikoru (ab103233) (+4 °C’de 1 gece) (sulandirma orani 1/50) kullanildi. Endojen
peroksidaz aktivite blokaji i¢cin %3’lilk H202 metanol; endojen biotin blokaj1 igin ise

31



endogenous avidin/biotin blocking kiti (ab64212) kullanildi. Antijen retrieval olarak
proteinase K (Abcam, ab64220®); negatif kontrol olarak dokulara PBS (Phosphate Buffered
Saline) uygulandi. Kromojen olarak 3,3’- diaminobenzidin tetrahidroklorid (DAB, ScyTek
Laboratories, Logan, UT®) kullanildi. Zemin boyamasi i¢in, Harris hematoksilen uygulandi.
Dokularin mikroskobik degerlendirmesi uzman bir kisi tarafindan yapildi. Folikiiller,
primordiyal, sekunder, antral ve atretik folikiiller olmak {izere dort grupta siniflandirildi
(Bristol-Gould ve Woodruff 2006, Saint-Dizier ve ark. 2007). immunohistokimya sonuglari
ise 0 (reaksiyon yok), 1+ (hafif), 2+ (orta) ve 3+ (siddetli) olarak smiflandirildr (Evkuran
Dal ve ark. 2013).

3.2.10. istatistiksel Analizler

Onemlilik testlerine gegilmeden &nce degiskenler, normallik yoniinden Shapiro Wilk
testi, varyanslarin homojenligi yoniinden Levene testi ile incelendi. Calismada, AMH
protein seviyesinin zaman (operasyon oOncesi 0. giin, postoperatif 3. giin ve 10. giin)
acisindan degerlendirilmesinde tekrarli Olglimlerde varyans analizi yonteminden
yararlanildi. Ileri asama (post-hoc) testi olarak Bonferroni diizeltmeli basit etki analizi
yapildi. Olgiilen AMH seviyelerinin viicut agirlig (2-3 kg ve >3 kg) ve yas (<12 yas ve >12
yas) gruplari, zaman (operasyon dncesi 0. glin, operasyon sonrast 3. giin ve 10. giin) ve
bunlarin etkilesimi agisindan degerlendirilmesinde iki yonlii karma ANOVA ydntemi tercih
edildi. Ileri asama (post-hoc) testi olarak Bonferroni diizeltmeli basit etki analizinden
yararlanildi. Antimiillerian Hormon protein seviyesinin, seksiiel siklusun dénemi (folikiiler,
didstriis ve andstriis) agisindan degerlendirilmesinde Kruskal-Wallis testi kullanildi. Ileri
asama (post-hoc) testi olarak Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi tercih edildi.
Calismada olciilen E2, P4, FSH ve LH hormon seviyelerinin zaman gruplar1 (operasyon
oncesi 0. giin, postoperatif 3. giin ve 10. giin) agisindan degerlendirilmesi tekrarli 6l¢timler
varyans analizi kullanilarak degerlendirildi. Farkliligin tespit edildigi durumlarda, farkliliga
hangi zamanin neden oldugunun belirlenmesi i¢in Bonferroni diizeltmeli post hoc analizleri
uygulandi. Herbir zaman grubunda ayr1 olmak iizere AMH, E2, P4, FSH ve LH hormon
seviyelerinin iligskisi Spearman korelasyon katsayisi kullanilarak belirlendi. Tiim istatistiksel
analizler Stata 12/MP4 (Lisans No: 50120500264) istatistik paket programi ile yapildi ve
p<0.05 6nemlilik kriteri dikkate alinarak kiyaslandi.
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4. BULGULAR

4.1. Vajinal Sitoloji ve Genital Organlarin Makroskopik Bulgular:

Vajinal sitolojik muayene bulgular1 ve genital organlarin postoperatif makroskopik
muayene bulgular1 sonucu ¢alismadaki kedilerin 8 tanesinin folikiiler donemde (8/20) (Sekil
4.1 ve Sekil 4.4), 4 tanesinin luteal donemde (4/20) (Sekil 4.2 ve Sekil 4.5) ve kalan 8
tanesinin ise anostriis (8/20) donemde (Sekil 4.3 ve Sekil 4.6) oldugu tespit edildi.

Sekil 4.1. Folikiiler donemde olan bir kedinin vajinal sitolojisinin mikroskopik gériintiisii, May Griinwald-

Giemsa

I

Sekil 4.2. Luteal doneminde olan bir kedinin vajinal sitolojisinin mikroskopik goriintiisii, May Griinwald-

Giemsa
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Sekil 4.3. Angstriis doneminde olan bir kedinin vajinal sitolojisinin mikroskopik goriintiisti, May Grinwald-

Giemsa

Sekil 4.4. Folikiiler ddnemde olan bir kedinin ovaryumunun makroskopik goriintiisii

Sekil 4.5. Luteal donemde olan bir kedinin ovaryumunun makroskopik goriintiisii
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Sekil 4.6. Anostriis doneminde olan bir kedinin ovaryumunun makroskopik goriintiisii

4.2. Hormon Bulgular:

Yapilan ¢aligmada operasyon Oncesi (0.giin) aliman 20 adet kan Orneginin 11
adedinde FSH, 17 adedinde LH, postoperatif 3.giinde ise alinan kan orneklerinden 10
adedinde FSH, 13 adedinde LH, postoperatif 10.giinde ise alinan kan Orneklerinden 6
adedinde FSH, 3 adedinde LH degerleri 6l¢iim yapilmasina ragmen tespit edilemeyecek

seviyeler arasindaydi.

4.2.1 Serum AMH Seviyeleri

Sunulan ¢alismada, AMH seviyesinde ovaryohisterektomi operasyonu dncesine gore
(0.giin) postoperatif 3. ve 10. giinlerde anlamli bir azalma goriildii (p<0.05). Postoperatif 3.
ve 10.glinler arasinda ise istatiksel bir fark tespit edilemedi. Calismada ornekleme

zamanlarina gore serum AMH degerleri Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Ornekleme zamanina gére serum AMH degerlerindeki degisimler(ng/ml).

Ornekleme zamani o
AMH (n=20) 0.giin 3.giin 10.giin
4352 +0.1822 0.735+0.187° 0.318 +0.192° <0.001

ab: Farkli harfler giinler arasindaki istatiksel farklihigi gostermektedir (P<0.05).
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Sekstiel siklusun donemi ile AMH seviyeleri bakimindan istatistiksel bir iliski
belirlenmedi (p>0.05). Seksiiel siklusun donemlerine gore smiflandirilan serum
orneklerinde Ostrojen seviyeleri bakimindan Ostriis ve diostriis donemleri arasinda
herhangi bir fark tespit edilmezken (p>0.05), andstriis donemindeki dstrojen seviyelerinin
didstriis ve andstriise gore istatistiksel olarak diisiik oldugu tespit edildi (p<0.05). Serum
progesteron seviyesi di0striis doneminde, Ostriis ve andstriis donemine kiyasla
istatistiksel olarak yiiksek tespit edildi (p<0.05). Ancak, andstriis ve Ostriis donemlerinde
serum progesteron seviyeleri bakimindan istatistiksel olarak herhangi bir fark goriilmedi
(p>0.05). Sekstiel siklusun donemlerine gore serum AMH, E2 ve P4 degerleri Cizelge
4.2’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.2. Seksiiel siklusun donemine gére AMH, E2 ve P4 degerleri

Seksiiel Siklusun Donemi
Hormon Luteal (n=4) Folikiiler (n=8) Anostriis (n=8) P
AMH (ng/ml) 4.748 +0.825 4.153 £0.673 4.353 £0.535 0.960
E2 (pg/ml) 26.662+5.3262 26.239 £1.7502 13.598 £ 1.099° 0.001
P4 (ng/ml) 9.815+3.086°2 0.515+0.076° 0.403+0.063° 0.007

ab: Farkli harfler giinler arasindaki istatiksel farkliligi gostermektedir (p<0.05).

Yas ve viicut agirligr ile serum AMH seviyeleri arasinda anlaml bir iliski tespit

edilmedi (p>0.05) (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4).

Cizelge 4.3. Viicut agirligina gore elde edilen AMH degerleri (ng/ml)

Ornekleme Zamam P
. . 1s Viicut
Viicut Agirhig 0 3 10 Agirhin Zaman VxZ
2-3 kg (n=10) 4.782 +0.4232 | 0.821 +0.137° | 0.403 + 0.090°
0.079 <0.001 0.238
> 3 kg (n=10) 3.706 +0.6182 | 0.599+0.110° | 0.211 + 0.051"

ab: Farkli harfler giinler arasindaki istatiksel farklilig1 gostermektedir (p<0.05).
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Cizelge 4.4. Yasa gore elde edilen AMH degerleri (ng/ml)

Ornekleme Zamam P

Yas 0 3 10 Yas Zaman YXZ

<12 ay (n=8) | 4.604 +0.855% | 0.930+0.284° | 0.310+ 0.141°
>12ay (n=12) | 4.146 < 0.498° | 0.667 2 0.101° | 0.354 £0.081° | 04 <0.001 0.786

ab: Farklh harfler giinler arasindaki istatiksel farklihgi gostermektedir (p<0.05).

4.2.2. Serum Ostrojen ve Progesteron Seviyeleri

Serum Gstrojen seviyelerinde postoperatif 3. giinde operasyon dncesine (0.giin)
gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma belirlendi (p<0.05). Ancak serum Ostrojen
seviyelerinin postoperatif 10. giinde postoperatif 3.giine kiyasla anlamli bir artis
gostererek (p<0.05) operasyon oOncesi (0.giin) diizeylerine yaklastigi (p>0.05)

gozlemlendi.

Ovaryohisterektomi operasyonunun serum progesteron seviyeleri tizerindeki
etkisi degerlendirildiginde postoperatif 3. glinde operasyon dncesine gore dramatik bir
diisiis gosterdigi (p<0.05), ancak postoperatif 3.glin ile 10.giin arasindaki diisiisiin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulundu (p>0.05). Ornekleme yapilan giinlerdeki
serum Ostrojen ve progesteron degerlerindeki degisimler Cizelge 4.5°de

gosterilmektedir.

Cizelge 4.5. Ornekleme yapilan dénemlerde serum strojen ve progesteron degerlerindeki degisimler

Ornekleme zamani
Hormonlar P
0.giin 3.giin 10.giin
E2 (pg/ml) (n=20) 21.267 £1.8952 16.729 + 1.751° 20.144 +£1.427% | 0.002
P4 (ng/ml) (n=20) 2.330 £ 1.0202 0.484 + 0.040° 0.453 + 0.040° 0.043

ab: Farkli harfler giinler arasindaki istatiksel farkliligi gdstermektedir (p<0.05).

4.2.3. Serum FSH ve LH Seviyeleri

Calismada incelenen serum orneklerinde FSH seviyelerinde operasyon dncesine
(0.gtin) kiyasla postoperatif 3. ve 10.giinlerde tedrici bir artis belirlenirken, postoperatif
10.gilinde operasyon Oncesine gore istatistiksel bir artis tespit edildi (p<0.05).

Serum LH seviyeleri incelendiginde operasyon Oncesine (0.glin) kiyasla

postoperatif 3. giinde istatistiksel olarak anlamli olmayan bir diisiis (p>0.05) belirlendi.
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Ancak, postoperatif 10. giinde operasyon Oncesi ve postoperatif 3.giine kiyasla anlaml
bir artis gosterdigi bulundu (p<0.05). Ornekleme zamanma gore serum FSH ve LH

seviyelerindeki degisimler Cizelge 4.6’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.6. Ornekleme zamanima gére serum FSH ve LH seviyelerindeki degisimler.

Ornekleme zaman

Hormonlar P
0.giin 3.giin 10.giin
FSH (ng/ml) (n=20) | 0.323 +0.075" 0.424+0.0742b 0.478 £0.070 2 0.021
LH (ng/ml) (n=20) | 0.173 +0.163 " 0.083 +0.033° 0.435+0.086 2 0.009

ab: Farkli harfler giinler arasindaki istatiksel farklihig1 gostermektedir (P<0.05).

4.3. Serum AMH, E2, P4, FSH ve LH Degerleri Arasindaki Korelasyon

Operasyon 6ncesi (0.giin) serum AMH, E2, P4, FSH ve LH degerleri arasinda herhangi
bir korelasyon tespit edilmedi (Cizelge 4.7). Postoperatif 3.giinde serum FSH ve LH
seviyeleri arasinda negatif bir korelasyon tespit edilirken (p<0.01), AMH ve LH seviyeleri
arasinda pozitif bir korelasyon gézlendi (p<0.05). Serum E2 ile P4 seviyeleri arasindaki ise
postoperatif 3.giinde pozitif bir korelasyon saptandi (p<0.05) (Cizelge 4.8). Postoperatif
10.giinde serum E2 ve FSH seviyeleri arasinda pozitif bir korelasyon tespit edildi (p<0.05).
Serum AMH ve E2 seviyeleri arasinda negatif korelasyon saptandi (p<0.05). Postoperatif
10.giinde serum AMH ve FSH seviyeleri arasinda ise negatif bir korelasyon tespit edildi
(p<0.001) (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.7. Operasyon oncesi serum AMH, E2, P4, FSH ve LH degerleri arasindaki korelasyon ve 6nem
degerleri

AMH E2 P4 FSH LH
AMH 1.000 -0.120 -0.247 0.477 -
E2 1.000 0.442 -0.084 -
0.giin P4 0.469 -
FSH 1.000 -
LH 1.000

*. Korelasyon 0.05 seviyesinde onemlidir.
**. Korelasyon 0.01 seviyesinde 6nemlidir.
*#*% Korelasyon 0.001 seviyesinde 6nemlidir.
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Cizelge 4.8. Postoperatif 3.giinde serum AMH, E2, P4, FSH ve LH degerleri arasindaki korelasyon ve 6nem

degerleri
AMH E2 P4 FSH LH
AMH 1.000 -0.414 -0.237 -0.483 0.882*
Postoperatif E2 1.000 0.545* 0.089 -0.667
3.giin P4 1.000 -0.176 0.779
FSH 1.000 -0.983**
LH 1.000

*. Korelasyon 0.05 seviyesinde onemlidir.
** Korelasyon 0.01 seviyesinde 6nemlidir.
*#% Korelasyon 0.001 seviyesinde dnemlidir.

Cizelge 4.9. Postoperatif 10.giinde serum AMH, E2, P4, FSH ve LH degerleri arasindaki korelasyon ve 6nem

degerleri

AMH E2 P4 FSH LH
AMH 1.000 -0,672** -0,192 -0,872%** 0,455
Postoperatif E2 1.000 0,395 0,548* -0,366
10.giin P4 1.000 0.008 0.328
FSH 1.000 -0.403
LH 1.000

* . Korelasyon 0.05 seviyesinde dnemlidir.
** Korelasyon 0.01 seviyesinde dnemlidir.
**%_ Korelasyon 0.001 seviyesinde dnemlidir.

4.4. Immunohistokimyasal Bulgular

Calismada yapilan immunohistokimyasal boyama sonucunda kedilerde AMH
immun reaksiyonun folikiillerin gelisim asamalar1 ile paralel olarak arttis gosterdigi
belirlendi. Primordiyal folikiillerde herhangi bir AMH immunpozitiflik tespit edilmedi
(Sekil 4.7). Primer folikiillerden itibaren AMH immunpozitifliginin sekillenmeye basladig1
goriildi. Primer folikiillerde hafif (+1), sekunder folikiillerde orta (+2), antral folikiillerde
ise siddetli (+3) AMH immunpozitifligi belirlendi (Sekil 4.7, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9). Tekal
hiicrelerde herhangi bir AMH immunpozitifligine rastlanmadi (Sekil 4.10). Antral
folikiillerde kumulus ooforus ve korono radiatada siddetli (+3) AMH immunpozitifligi
tespit edilirken (Sekil 4.9), mural hiicrelerde ise hafif (+1) bir AMH immunpozitifligine
rastlandi (Sekil 4.10). Zona pellisudada AMH immunpozitiflik tespit edilmedi (Sekil 4.9).
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Atretik folikiillerde hafif (+1) bir AMH immunpozitiflik dikkati c¢ekti (Sekil 4.11).
Immunohistokimyasal inceleme sonucunda sekillenen immunpozitifligin derecelendirme

sonuglari Cizelge 4.10’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.10. Folikiillerde AMH immunpozitiflik skorlamasi

Folikiil Siniflandirilmasi ve folikiiler yapilar Derece

Primordiyal Folikiil -
Primer Folikiil +

Sekunder Folikiil ++

Antral Folikiil +++
Atretik Folikiil +
Tekal Hiicreler -

Kumulus Ooforus +++

Korono Radiata +++
Mural Graniiloza Hiicreleri +

Zona Pellusida -

Sekil 4.7. Primordiyal, primer ve sekunder folikiillerdeki AMH tiretimi. Primordiyal Folikil (PrF), (Primer
Folikiil) PF, Sekunder Folikiil (SF) 40x, IHC.
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Sekil 4.8. Sekunder folikiillerde AMH tiretimi. A:Sekunder folikiillerin histopatolojik gériiniimii; graniiloza
hiicreleri (kalin ok), tekal hiicreler (ince ok); oosit (yildiz) 40x, HE. B: Sekunder folikiillerde AMH
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pozitifligi; graniiloza hiicreleri (kalin ok), tekal hiicreler (ince ok); oosit (yildiz) 40x, IHC.

Sekil 4.9. Kumulus Ooforus. A: Kumulus ooforus’un histopatolojik goériiniimii; antrum (ANT), zona

Pellusida (ZP), oosit (y1ldiz) 40x, HE. B: Kumulus ooforusta AMH pozitifligi; antrum (ANT), zona pellusida
(ZP), kumulus ooforus (ince ok), oosit (yildiz) 40x, IHC.
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Sekil 4.10. Mural graniiloza ve tekal hiicrelerde AMH iiretimi. A: mural graniizola ve tekal hiicrelerin

histopatolojik goriiniimii; antrum (ANT), graniiloza hiicreleri (kalin ok), ince ok (tekal hiicreler) 40x, HE. B:

mural graniizola ve tekal hiicrelerinde AMH pozitifligi; antrum (ANT), graniiloza hiicreleri (kalin ok), ince

ok (tekal hiicreler) 40x, IHC.

Sekil 4.11. Sekunder atretik folikiillerde AMH pozitifligi (ok) 40x, IHC
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5. TARTISMA

Yapilan bu c¢alismada kedilerde AMH’nin folikiilogenezisteki rolii ve
ovaryohisterektomi sonrasi seyrinin arastirilmasi amaglandi. Planlanan ¢alismanin temel
hipotezleri dikkate alinarak yeterli glicte minimum 6rneklem biiytikliigliniin belirlenebilmesi
igin ilk etapta literatiir taramasi1 yapildi. Konu ile ilgili farkli ¢alismalarda; Saint-Dizier ve
ark. (2007) 8 kedi ile, Tanyapanyachon ve ark. (2018) 21 kedi ile ve Alkan ve ark. (2019)
36 kopek ile calismistir. Calisma oncesinde gerekli minimum Orneklem biiyiikligiiniin
belirlenmesi i¢in bahsedilen literatiirden yararlanilarak ve tip 1 hata olasilig1 (o) = 0.05, gii¢
(1-B) = 0.80 kriterleri kullanilarak, AMH, E2, P4, FSH ve LH seviyelerinin kit grubu, zaman
ve bunlarin etkilesimindeki farkliliklarinin degerlendirilecegi aragtirma diizeninde etki
biiyiikliigii (f)=0.6 kabul edilmek iizere, toplamda minimum 18 kedinin ¢alismada yer
almasinin uygun olacag1 hesaplanmistir.

Calismada kullanilan 20 kedinin sikluslarinin evreleri, 8 tanesinin folikiiler, 4
tanesinin luteal ve 8 tanesinin de andstriis doneminde oldugu tespit edildi. Gruplar
incelendiginde luteal evredeki hayvan sayisinin folikiiler ve andstriis donemindeki kedi
sayisina gore diisiik oldugu goriilmektedir. Bu durumun kedilerde ovulasyonun provoke
olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Bristol-Gould ve Woodruff 2006). Ancak
kedilerde; dokunma, erkek etkisi, canli agirlik ve yas gibi faktorlere bagl olarak %22-56
oraninda spontan ovulasyon goriilebilmektedir (Lawler ve ark. 1993, Arthur ve ark. 1996,
Gudermuth ve ark. 1997, Pelican ve ark. 2005, Binder ve ark. 2019). Luteal gruptaki sayimnin
diger gruplara gore az olmasinin sebebi kedilerin bu fizyolojik 6zelliklerinden kaynaklandigi

distiniilmektedir.

Ureme mevsimine giren kedilerde azalan melatonin hormon seviyesine bagli olarak
GnRH seviyesi artmaktadir. Buna bagli olarak hipofizden salinan FSH, folikiiler gelisimi
uyarmakta, 3-7 adet folikiiller gelismeye baslayarak E2 iiretmeye baslamaktadir (Goodrowe
ve ark. 1989, Schifer-Somi 2017). Ostriis ddnemindeki kedilerde serum E2 seviyelerinin
genellikle 20 ile 40 pg/ml arasinda oldugu, ¢iftlesme aninda ise bu degerin 60 pg/ml’a kadar
yiikseldigi vurgulanmaktadir (Verhage ve ark. 1976, Schmidt 1986). Calismada Gstriis

doneminde elde edilen Ostradiol diizeylerinin literatiir smurlar igerisinde oldugu
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goriilmektedir (Cizelge 4.2). Kedilerde dstradiol 17-f seviyelerinin yiiksek oldugu diger bir
donem de Ostriis doneminin sonuna dogru sekizinci giinler civarinda oldugu belirtilmekte,
ciftlesme olmadigi takdirde 10-15 pg/ml seviyelerine diistiigli ifade edilmektedir. Bu donem
seksiiel aktivitenin ve ovulasyonun sekillenmedigi interdstral donem olarak ifade
edilmektedir (Verhage ve ark. 1976, Feldman ve Nelson 1996, Hillier 2001, Termelioglu ve
ark. 2022).

Calismada 6stradiol 17-B seviyesinin luteal doneminde (n=4) 6striis donemine (n=8)
benzer, fakat andstriis donemine gore ise yiiksek oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.2).
Calismamizda elde edilen verilerle uyumlu olarak Santos ve ark. (2022) kedilerde diostriis
déneminde Ostradiol 17-f seviyesinin yiiksek oldugunu ifade etmektedirler. Termelioglu ve
ark. (2022), yaptiklar1 ¢alismalarinda bu durumu luteal donemde de folikiiler aktivitenin
devam ettigi seklinde agiklamaktadir. Ancak bu konu ile endokrinolojik, histolojik olarak

detayli calismalarin yapilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Kedilerde anéstriis donemi sekstiel aktivitenin  olmadigi  doénem olarak
tanimlanmaktadir. Bu donemde serum 0Ostradiol 17- seviyesinin bazal seviyelere indigi
ifade edilmektedir (Johnston ve ark. 2001). Bu donemde serum 6stradiol 17-f seviyesinin
3.20 £ 1.24 pg/ml ile 12 pg/ml arasinda degistigi ifade edilmektedir. Sunulan ¢alismada
anostriis donemindeki kedilerde (n=8) serum &stradiol 17-f seviyesinin (13,598 + 1,099
ng/ml) daha oOnceki g¢alismalara (Johnston ve ark. 2001, Feldman ve Nelson 2004,
Termelioglu ve ark. 2022) benzer oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.2). Ayrica elde edilen
oOstradiol 17- diizeyleri anostriis evresinde folikiiler gelisimin oldugunu ancak bu gelisim

diizeylerinin sekstiel aktivite i¢in yeterli olmadigini diisiindiirmektedir.

Caligmada distriis (n=4) donemindeki progesteron degerlerinin (9.815+3,086
ng/ml) andstriis (N=8) ve dstriis (N=8) degerlerinden yiiksek oldugu tespit edildi. Ostriis ve
anostriis donemlerinde ise progesteron degerlerinin bazal seviyenin altinda (<1 ng/ml)
oldugu goriildii (Cizelge 4.2). Didstriis donemi aktif olarak progesteron iireten bir KL nin
bulundugu doénem olarak ifade edilmektedir (Bristol-Gould ve Woodruff 2006). Didstriis
doneminde genel olarak ovulasyondan sonraki ilk iki giin icerisinde progesteron seviyesi
tespit edilemeyecek seviyelerdedir. Ovulasyondan iki giin sonra progesteron seviyesi bazal

seviyenin iizerine ¢ikarak yavas yavag artmaya baslar, 10-12. giinlerde 15 ng/ml’nin lizerine
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cikar (Verhage ve ark. 1976, Shille ve Stabenfeldt 1979). Gebeligin sekillenmedigi
durumlarda ise maksimum progesteron seviyesinin 25.8 ng/ml ile ovulasyondan sonraki 16
ile 17. giinler arasinda sekillendigi bildirilmektedir. Ovulasyondan sonraki 35. giinlerde ise
bazal seviyeye inmekte oldugu vurgulanmaktadir (Paape ve ark. 1975, Tsutsui ve
Stabenfeldt 1993). Elde edilen degerler luteal gruptaki kedilerin siklusun Ostriis sonrasi 3-

12. giinler arasindaki evrede oldugunu diistindiirmektedir.

Anostriis (n=8) ve Ostriis (N=8) donemlerinde ise progesteron seviyelerinin
genellikle bazal seviyenin altinda oldugu bildirilmektedir (Feldman ve Nellson 2004,
Termelioglu ve ark. 2022). Termelioglu ve ark. (2022) anétriis ve Ostriis donemlerinde serum
progesteron degerlerinin sirastyla 0.58 £+ 0.28 ng/ml ve 0.84 = 0.25 ng/ml oldugunu ifade
etmektedirler. Calismamizda andstriis ve Ostriis donemlerinde serum progesteron
seviyelerinin bazal seviyenin altinda oldugu (Cizelge 4.2) ve bu bakimdan daha 6nce yapilan
calismalara benzer oldugu goriilmektedir. Ayrica, Ostriis doneminde goriilen diisiik
progesteron seviyesi kopeklerde goriilen preovulatorik luteinizasyon olgusunun kedilerde

sekillenmedigini gostermektedir (Swanson ve ark. 1994).

Kedilerde AMH’nin baslica ovaryumdan sentezlendigi diisiiniilmektedir (Place ve
ark. 2011, Axner ve Holst 2015, Pir Yagci ve ark. 2016a,b, Heaps ve ark. 2017, Giiltiken ve
ark. 2022). Antimiillerian Hormon’un, GCT ve ORS olgularinin tanisinda (Heaps ve ark.
2017, Flock ve ark. 2022a), yardimci iireme tekniklerinde (Snoeck ve ark. 2017) ve
gonadektomi durumunun belirlenmesi gerektigi durumlarda (Pir Yagc1 ve ark. 2016a)
endike oldugu goriilmektedir. Kedi ve kopeklerde yapilan caligmalarda kisirlagtirma
operasyonu sonrast AMH seviyesinin distiigii ifade edilmekte, ovaryumdan AMH
ekspresyonu ile serum AMH seviyesinin paralellik gosterdigi belirtilmektedir.
Kisirlastirilmis kedilerde serum AMH degerlerinin 0.04 ile 0.5 ng/ml arasinda degisen
diizeylerde oldugu bildirilmektedir (Place ve ark. 2011, Axner ve Holst 2015, Pir Yagci ve
ark. 2016a,b, Heaps ve ark. 2017, Giiltiken ve ark. 2022). Sunulan ¢alismada
ovaryohisterektomi operasyonu sonrasi AMH seviyesinde belirlenen disiis (p<0.05)
(Cizelge 4.1), AMH’nin ovaryum kaynakli bir hormon oldugu goriisiinii desteklemektedir.
Caligmada 10.giin serum AMH degerleri ortalamalarmin (0.318 £+ 0.192 ng/ml) literatiir

verilerle uyum igerisinde oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.1).
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Serum AMH seviyesinin yasa bagli olarak azaldig: bildirilmektedir (Lahoz ve ark.
2014, Ball ve ark. 2019, Ferré-Dolcet ve ark. 2022). Snoeck ve ark. (2017) yaptiklar
calismalarinda ti¢ ayliktan kiigiik kedilerde AMH seviyesinin 18.71 ng/ml, 12 ayliktan biiyiik
kedilerde ise 4.13 ng/ml seviyelerinde oldugu bildirilmektedirler. Ferré-Dolcet ve ark.
(2022), bir yas alt1 kedilerde serum AMH seviyesinin 8-9 ng/ml, bir yasindan biiyiik
kedilerde ise 6-7 ng/ml arasinda oldugu ifade etmektedirler. Pir Yagc1 ve ark. (2016a) ise
tam tersi olarak 12 ayliktan kiigiik kedilerin 12 ayliktan biiyilik kedilere gore daha diistik
serum AMH seviyeleri tespit etmistir. Yapilan bu calismada bir yasindan biiyiik olan
kedilerde (n=12) serum AMH seviyesinin ortalamasinin 4.146 + 0.498; bir yasindan kiiglik
kedilerde (n=8) ise bu seviyenin 4.604 + 0.855 oldugu, elde edilen sonuglarin Snoeck ve ark.
(2017) ve Ferré-Dolcet ve ark. (2022)’ nin sonuglarina benzer egilimde oldugu, Pir Yagci ve
ark. (2016a) elde ettikleri sonuglardan farkli oldugu goriilmektedir.

Seksiiel siklus boyunca AMH’nin seyri tiirlere gore degismektedir. Kadinlarda
menstruasyon siklusu boyunca AMH seviyesinde 6nemli bir degisimin goriilmedigi
vurgulanmaktadir (Cook ve ark. 2000, Hehenkamp ve ark. 2006, La Marca ve ark. 2006).
Kopeklerde 6striis basinda, metostriise ve andstriise kiyasla daha yiiksek AMH seviyesinin
gorildiugi (Walter ve ark. 2019), benzer sekilde ineklerde de Ostriisii takip eden giinlerde
AMH seviyesinde bir azalma oldugu ifade edilmektedir (Monniaux ve ark. 2012). Buna
karsin Souza ve ark. (2015), ineklerde AMH seviyesinin siklus boyunca degismedigini
bildirmektedir. Kedilerde yapilan ¢alismalarda (Flock ve ark. 2022b, Giiltiken ve ark. 2022)
iIse AMH seviyesinin andstriis ve interdstriis donemlerinde yiiksek ancak Ostriis doneminde
diisiik oldugu ifade edilmekte, prodstriis ve Ostriis donemleri arasinda ise herhangi bir fark
olmadig1 bildirilmektedir. Sunulan ¢alismada sekstiel siklusun dénemine gére AMH hormon
seviyeleri arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark tespit edilmedi (p>0.05) (Cizelge
4.2). Ancak sayisal olarak en diisiik AMH degeri ostriiste tespit edildi. Andstriis doneminde
ise Ostriis doneminden daha yiiksek oldugu goriildii. Elde edilen bulgularin Flock ve ark.
(2022b)’nin  sonuglarina benzer oldugu gorilmektedir. Calismada en yiiksek AMH
degerlerinin didstriis donemindeki kedilerde tespit edilmesinin, Giiltiken ve ark. (2022)’nin
belirttigi korpus luteumun da AMH iiretme kapasitesine sahip olmasiyla iliskili olabilecegi

diistiniilmektedir. Ancak bu konu ile ilgili daha kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Viicut agirligi ile AMH seviyesi arasindaki iligki ile ilgili ¢alismalar birbirinden
farkli sonuglar ortaya koymaktadir. Moy ve ark. (2015) obezite ile serum AMH seviyesi
arasinda negatif bir iligski oldugunu ifade etmektedirler. Ancak, viicut agirlig: ile serum AMH
seviyesi arasinda herhangi bir iliskinin tespit edilemedigini belirten ¢alismalar da mevcuttur
(Skalba ve ark. 2011, Sahmay ve ark. 2012). Calismamizda kedilerde serum AMH seviyesi
ile viicut agirligi arasinda istatistiksel bir iliski belirlenemedi (p<0.05). Ancak 2-3 kg canlt
agirh@inda olan kedilerde, >3 kg olanlara gére sayisal olarak daha yiiksek AMH seviyesi
tespit edildi (Cizelge 4.3). Diger taraftan viicut agirh@inin AMH seviyesi lizerine etkisinin

daha detayl arastirmalar ile ortaya koyulmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Ovaryumdan salgilanan steroid hormonlarin negatif feedback mekanizmasi ile
gonadotropin salinimini diizenledigi bildirilmektedir (Concannon 1993). Folikiiler donemde
artan Ostrojen, hipofiz bezi iizerine negatif feedback mekanizmasi aracigiyla GnRH
reseptorlerinin GnRH’a olan duyarliligini azaltarak FSH ve LH iiretimini baskilar. Ayrica,
Ostradiol negatif feedback mekanizmasi ile GnRH salinimini direk olarak; gama
aminobiitirik asit (GABA) salimimini arttirip ve kisspeptin salinimini azaltarak GnRH
sekresyonunu dolayli yoldan azaltir (Pinilla ve ark. 2012). Kopek ve kedilerde
ovaryohisterektomi operasyonu sonrasi gonadal steroidlerin saglamis oldugu negatif
feedback mekanizmasinin ortadan kalkmasindan dolay1 gonadotropinlerin (FSH ve LH)
seviyesinde artis sekillendigi ifade edilmektedir (Concannon ve ark. 1979, Reichler ve ark.
2004, Krecic ve ark. 2018, Aguiar ve ark. 2021). Kedilerde bu artisin operasyon sonrasi 24.
saatten itibaren goriilebilecegi ifade edilmektedir (Johnson ve Gay 1981a). Sunulan
caligmada elde edilen sonuglarin Reichler ve ark. (2004) ve Aguiar ve ark. (2021) ile benzer
oldugu, ovaryohisterektomi sonrasi FSH ve LH konsantrasyonlarinda bir artis oldugu
goriilmektedir (Cizelge 4.6).

Kedilerde LH olgiimii ile gonadektomi durumunun belirlenebildigi ifade
edilmektedir. Ticari olarak iretilen Witness LH test kiti ile LH Ol¢timii yapildiginda
kisirlastirilmisg kedilerde testin pozitif sonug verdigi bildirilmektedir. Fakat testin pozitif
sonu¢ verebilmesi icin test edilen drnekteki LH konsantrasyonu en az 1 ng/ml olmasi
gerektigi bildirilmektedir (Krecic ve ark. 2018, Morrow ve ark. 2019). Witness LH testi ile
kedilerde %91 sensivite ve %92 spesifite ile gonadektomi durumunu tespit edilebilecegi

belirtilmektedir (Krecic ve ark. 2018). Bu ¢alismada ovaryohisterektomi operasyonu sonrasi
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LH konsantrasyonun 10.giinde ortalama 0.435 + 0.086 ng/ml oldugu tespit edildi. Ancak
calismada 1 kedide operasyon sonrasi 10.giinde LH seviyesinin 1.27 ng/ml oldugu goriildi.
Bu nedenle LH 6l¢iimii ile ovaryohisterektomi operasyonu sonrast 10.giinde gonadektomi
durumunun  belirlenemeyecegi, ancak bireysel farkliliklara bagli olarak LH
konsantrasyonunun yiiksek olabilecegine dikkat edilmesi gerektigi diisiiniildii.

Yirmi kedi {izerinde yapilan bu calismada LH; operasyon oOncesi alinan kan
orneklerinden 3’tinde (3/20), postoperatif 3. giinde alinan kan orneklerinden 7’sinde (7/20)
ve 10. giinde alinan kan orneklerinden ise 17’sinde (17/20) tespit edildi. Kedilerde LH’nin
tespit edilememesi, kedilerin provoke ovulatoér hayvanlar olmasi, LH pikinin ¢iftlesmeden
sonra goriilmeye baslamasi, seksiiel siklusun donemi ve drnekleme sikligi gibi nedenlerle
iliskili olabildigi belirtilmektedir (Concannon ve ark. 1980, Johnson ve Gay 1981a, Johnson
ve Gay 1981Db). Kedilerde ovulasyon ve LH pikinin sekillenmesi i¢in ¢iftlesme olmasi
gerekmektedir. Ostriis doneminde ¢iftlesme anina kadar LH bazal seviyede (1.0 £ 0.8 ng/ml)
bulunmakta, ¢iftlesen kedilerde ise tek ¢iftlesme sonrasi 5 dk igerisinde artmaya baglayarak
20 dakika sonunda maksimum seviyeye ¢ikmaktadir. Ciftlesmenin LH piki ve miktar
izerine olan uyarici etkisi ¢iftlesme baslangicindan 1.5 saat sonra sona ermektedir. Bu
nedenle kedilerde LH 6l¢iimiinii yapabilmek i¢in 6-10 dk araliklarla 6rnekleme yapilmasi
gerekmektedir (Concannon ve ark. 1980, Johnson ve Gay 1981b, Lawler ve ark. 1993).

Kedi ve kopeklerde ovarektomi sonrasi kan dstrojen ve progesteron seviyesinde bir
azalmanin goriildigi bildirilmektedir (Martin ve ark. 1987, Omeran ve ark. 2014, Pech ve
ark. 2019, Torabi Asl ve ark. 2022). Bu ¢alismada ovaryohisterektomi operasyonu sonrasi
serum ostrojen seviyelerinde dalgali bir seyir belirlendi. Operasyon sonrasi 3. giinde bir
azalma tespit edilirken, 10. giinde ise operasyon Oncesi seviyelerine yaklagtigi goriildii.
Ancak Ostrojenin tam olarak elimine olmadig: tespit edildi. Benzer bir duruma kopeklerde
ovaryohisterektomi operasyonu sonrasi da rastlanildigi belirtilmektedir (Pech ve ark. 2019).
Bu durumun (Nakashima ve ark. 2013) ekstragonadal Gstrojen tiretimi ve kedi mamalarinda
bulunan fitodstrojenik gidalarin alimina bagli olarak sekillenebilecegi diisiiniilmektedir.
Progesteron degerleri bakimindan ise operasyon sonrasinda istatistiki olarak anlamli bir
azalma tespit edildi (p<0.05). Progesteron hormonu baslica ovaryumlardan salinin steroid
yapida bir hormon olarak ifade edilmekte ve elde edilen bulgularin Omeran ve ark. (2014)’1n

bulgularina benzer oldugu goriilmektedir.
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Postoperatif 3.giinde AMH ile LH seviyeleri arasinda pozitif bir korelasyon tespit
edildi (p<0.05) (Cizelge 4.8). Kedilerde ovaryohisterektomi sonrast AMH seviyesinde bir
azalma tespit edilmektedir (Pir Yagc1 ve ark. 2016a). Ovaryohisterektomi operasyonu
sonrast LH seviyelerinin ise genellikle ilk bir hafta igerisinde artis gostererek 30.giin
icerisinde pik yaptigi goriilmektedir. Luteinizan hormon seviyeleri ovaryohisterektomi
sonrast 30.giinden sonra azalmaya gegerek 120.glinde ovaryohisterektomi Oncesi
seviyelerine diismektedir (Bateman ve ark. 2017). Georgopoulos ve ark. (2010), AMH ile

LH seviyesi arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu ifade etmektedirler.

Yapilan ¢aligmalarda (De Vet ve ark. 2002, Van Helden ve ark. 2019, Ferre-Dolcet
ve ark. 2022) FSH ve AMH seviyeleri arasinda negatif bir korelasyonun oldugu
bildirilmektedir. Singer ve ark. (2009) AMH ve FSH arasindaki korelasyonun ovaryum
rezervlerinin tespitinde kullanilabilecegini ifade etmektedirler. Sunulan c¢aligmada
postoperatif 10.giinde AMH ve FSH seviyeleri arasinda negatif bir korelasyon dikkati ¢ekti
(Cizelge 4.9). Elde edilen bulgular kedilerde FSH’nin da gonadektomi durumunun tespitinde

kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

Yapilan ¢alismada AMH immunpozitifligi primordiyal folikiillerde negatif iken,
primer folikiillerde hafif derecede, sekunder folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinde orta
derecede, antral folikiillerin mural graniiloza hiicrelerinde, kumulus ooforus ve corona
radiata hiicrelerinde siddetli derecede goriilmektedir (Cizelge 4.10). Antimiillerian
Hormon’un erken folikiiler gelisim doneminde etkin oldugu bilinmektedir (Durlinger ve ark.
2002). Insanlarda ve ineklerde primordiyal folikiillerde AMH iiretimi goriilmezken; kiigiik
sekunder, preantral ve kiigiik antral folikiillerde daha yiiksek seviyede AMH iiretiminin
gorildiigi bildirilmektedir (Weenen ve ark. 2004, Monniaux ve ark. 2012). Kegilerde ise
kiigiik folikiillerde AMH {iretimi yiiksek seviyede iken biiyiik folikiillerde daha az tiretildigi
belirtilmektedir (Monniaux ve ark. 2011). Calismada elde edilen sonuglarin arastirmacilarin
(Durlinger ve ark. 2002, Weenen ve ark. 2004, Monniaux ver ark. 2011, Monniaux ve ark.

2012) belirttigi gibi rat, keci, inek ve insana benzer oldugu goriilmektedir.

Yapilan ¢aligmalarda (Durlinger ve ark. 2002, Weenen ve ark. 2004, Rice ve ark. 2007,
Almedia ve ark. 2018) AMH’nin ilk olarak aktive olmus primordiyal folikiillerdeki

graniiloza hiicrelerinden iiretildigi bildirilmektedir. Primordiyal folikiil aktivasyonu, yassi
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olan pregraniiloza hiicrelerin kiiboidal forma doniismesi olarak ifade edilmektedir (Cooper
2016, Gershon ve Dekel 2020). Bu siiregte primordiyal folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinde
bulunan SCF ve FGF-2 gibi faktorlerin etkili oldugu, bu peptitlerin oositlerin gelisimini,
primordiyal folikiillerin primer folikiillere doniisiimiinii ve tekal hiicrelerin proliferasyonunu
uyardig1 belirtilmektedir (Nilsson ve Skinner 2002, Nilsson ve Skinner 2003, Nilsson ve
Skinner 2004). Ayrica primordiyal folikiilleri gevreleyen bazi tekal hiicre prekiirsdrlerinden
tiretilen FGF-7, pregraniiloza hiicreleri tizerine SCF upregiilasyonu yapacak sekilde etki
gostererek, pretekal ve tekal hiicrelerinin proliferasyonuna ve oosit gelisimine olumlu etki
yapmaktadirlar (Kezele ve ark. 2005). Primordiyal folikiillerin primer folikiile doniistimiinii
saglayan bir diger faktor olan FGF-2 ise primordiyal folikiillerin oositlerinden salinarak,
SCF upregiilasyonuna yol acar ve primordiyal folikiillerin primer folikiillere doniisiimiinde
onemli rol oynamaktadir (Nilsson ve Skinner 2004). Kedilerde primordiyal folikiiler
aktivasyonu ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, SCF ve FGF-2’nin primordiyal folikillerin
aktivasyonunda ve sekunder folikiil evresine gecisinde gorevli oldugu bildirilmektedir
(Fujihara ve ark. 2014, Thuwanut ve ark. 2017, Miiller ve ark. 2022). Prenatal-antral
folikiillerden {iretilen AMH’nin primordiyal folikiil aktivasyonunu inhibe ettigi ve
primordiyal folikiillerden AMH sentezini engellendigi belirtilmektedir (Durlinger ve ark.
1999, Durlinger ve ark. 2002, Knight ve Glister 2006). Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda
insan graniiloza hiicrelerinde AMH nin SCF inhibisyonuna yol actig1 ifade edilmektedir (Hu
ve ark. 2014). Dolayistyla primordiyal folikiillerde AMH {iretiminin goriilmemesinin (Sekil
4.7 ve Cizelge 4.10) gelisen folikiillerden {iretilen AMH’nin primordiyal folikiil
aktivasyonunu SCF araciligiyla baskilamasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Folikiillerde AMH {iretimi oositler tarafindan diizenlenmektedir. Oosit ve tekal hiicre
kokenli BMP’lerin folikiilogenezis boyunca kii¢iikk antral folikiillerde AMH ifadesini
arttirdigt ve AMH iiretiminin bolgesellesmesinde donemli rol oynadigi varsayilmaktadir
(Salmon ve ark. 2004, Monniaux ve ark. 2012). Kemik morfogenetik protein-4 (BMP-4),
BMP-6 ve BMP-15’in keg¢i, insan ve ineklerde AMH mRNA ifadesini arttirdig1 ifade
edilmektedir (McNatty ve ark. 2005, Convissar ve ark. 2017, Zhao ve ark. 2018). Kedilerde
primordiyal folikiillerden sekunder folikiillere doniisiim siirecinde BMP-4 ve BMP-15
MRNA ifadesinin yiikseldigi ifade edilmektedir (Kehoe ve ark. 2021). Ancak kedilerde
AMH iiretimini diizenleyen intraovaryan faktorler ile ilgili heniiz yeterince literatiir bilgisi

mevcut degildir.
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AMH immunreaksiyonu antral folikiillerde antruma bakan mural graniiloza
hiicrelerinde, kumulus ooforusta goriilmekte iken tekal hiicrelerde tespit edilmedi (Sekil
4.10). ineklerde ve koyunlarda yapilan calismalarda, kumulus ooforusda AMH iiretimi
goriildiigii bildirilmektedir. Ancak AMH iiretiminin ineklerde tekal hiicrelere yakin
graniiloza hiicrelerinde goriiliirken, koyunlarda antruma bakan graniiloza hiicrelerinde AMH
tiretimi yapildigi vurgulanmaktadir (Bezard ve ark. 1987, Rico ve ark. 2011). Sunulan
calismada elde edilen sonuglarin Kkoyunlarda yapilan ¢alismalara benzer oldugu
goriilmektedir (Bezard ve ark. 1987, Baarends ve ark. 1995).

Folikiillerin se¢ilim agamasinda folikiillerin gelisimlerinin devam etmesi i¢in belli
miktarda bir FSH uyarimina ihtiyaci vardir. Folikiillerin gelismesi i¢in ihtiya¢ duydugu bu
FSH uyarimi herbir folikiil i¢in farkli seviyededir. Antimiillerian hormonun baslica FSH
duyarl folikiilleri etkilemesi, AMH iireten folikiillerin ya gelismeye devam etmesine ya da
atrezi olmasima yol agmaktadir. Ozellikle diisiik seviyede AMH iireten folikiillerin, FSH
aracili gelisime daha yatkin oldugu bildirilmektedir (Baarends ve ark. 1995). Calismamizda
antral folikiillerin kumulus ooforus ve corona radiata hiicrelerinde siddetli bir AMH
immunpozitiflik dikkati ¢ekti (Sekil 4.9). Bu bakimdan AMH’nin kedilerde dominant
folikiillerin se¢iliminde 6nemli bir rol oynayabilecegi ve fazla miktarda AMH iiretimi yapan
preovulator folikiillerin ovule olma sansinin daha fazla olabilecegi kanisina varildi. Ancak

bu konu ile ilgili daha fazla caligsmalarin yapilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Rico ve ark. (2011) ineklerde atretik folikiillerde AMH f{iretiminin sadece oositi
gevreleyen kumulus hiicrelerinde goriildiigiinii ifade etmektedir. Monniaux ve ark. (2012)
gelisen folikiillerdeki oosit ve tekal hiicre kaynakli biiyiime faktorlerinin AMH tiretimini ve
nerelerde yogunlasacagini kontrol ettigini vurgulamaktadir. Caligmada atretik folikiillerde
hafif derecede bir immunpozitiflik tespit edildi (Sekil 4.11). Insan, keci ve domuzlarda
yapilan g¢aligmalarda ovaryum folikiillerinde tekal hiicrelerin AMH iiretimi yapabildigi
vurgulanmig, ancak tekal hiiclerinin nasil AMH iirettigi ile ilgili heniiz yeterince ¢alisma

mevcut degildir (Stubbs ve ark. 2005, Rocha ve ark. 2016, Almeida ve ark. 2018).
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6. SONUC

Kedilerde ovaryohisterektomi sonrasi tespit edilen serum AMH seviyesindeki
azalma AMH’nin baslica ovaryumlardan iretilen bir hormon oldugunu gostermektedir.
Serum AMH seviyesinin yas, viicut agirligi ve seksiiel siklusun donemlerinden
etkilenmedigi goriildii. Antimiillerian hormon 6l¢iimii ile gonadektomi durumunun tespit
edilebilecegi goriildii.

Serum ostradiol 17-f seviyesinin ostriis evresinde arttigi, luteal evrede de goriilen
yiiksek Ostradiol 17-B seviyesi nedeniyle bu evrede de folikiiler aktivitenin olabilecegini
diisiindiirdii. Folikiiler dalga dinamiginin kedilerde ileri ¢alismalarla incelenmesi gerektigi
kanisina varildi. Anostriis evresinde belirlenen 6stradiol 17-f seviyesinin kedilerde bu
donemde de folikiiler gelisimin oldugunu ancak bu gelisim diizeylerinin seksiiel aktivite igin
yeterli olmadigin1 diislindiirmektedir. Serum progesteron diizeylerinin Ostriis ve andstriis
evrelerinde diislikken diostriis evresinde yiliksek oldugu goriildii. Sonuglar kedilerde
kopeklerden farkli olarak folikiiler liiteinizasyon olgusunun olmadigini destekledi. Ostriis
siklusunun déneminin belirlenmesinde 6stradiol 17-f ve progesteron seviyesinin birlikte
Olciilmesi gerektigi kanisina varildi.

Ovaryohisterektomi sonrasi serum E2 seviyesinde dalgalanma goriilebilecegi
dolayisiyla E2 seviyesinin tespiti ile gonadektomi durumunun yapilamayacagi disiiniildii.
Progesteron seviyesinin ise bazal seviyelerin altinda oldugu ve andstriis doneminde goériilen
seviyelere benzer olmasindan dolayr gonadektomi durumunun belirlenmesinde
kullanilamayacag1 kanisina varildu.

Operasyon sonrast FSH ve LH konsantrasyonlarinda E2’nin negatif feedback
etkisinin ortadan kalkmasina bagli olarak artt1g1, fakat bu artisin ovaryohisterektomi sonrasi
erken donemde gonadektomi durumunun belirlenmesinde yaniltict olabilecegi ve/veya
yetersiz kaldig1 sonucuna varildi.

Kedilerde AMH iiretiminin ilk olarak primer folikiillerde sekillendigi ve antral
folikiil gelisimine kadar AMH nin tiretilmeye devam ettigi goriildi. Korpus luteumda AMH
tiretiminin olmadig1 ancak atretik folikiillerde de az da olsa AMH {iretiminin gerceklestigi
dikkati cekti. Antral folikiillerde kumulus ooforus ve corono radiatada goriilen AMH

immunpozitifligi, AMH’nmin dominant folikiil sec¢iliminde de etkili olabilecegini
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diistindiirdii. Elde edilen verilerin AMH nin folikiilogenezisteki roliiniin ortaya konmasinda

katki saglayacagi kanisina varildi.
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