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اثر تعداد سلول های گرانولوزا در محیط کشت در بیان ژن آنزیم های مؤثر                          
در ساخت هورمون های استروییدی
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  )  دریافت مقاله:  18  دی ماه  1393،   پذیرش نهایی:  29  اسفند ماه  1393(     
 چکیده  

زمینه مطالعه: سلول های گرانولوزا دارای نقشی کلیدی در مسیر استروئیدوژنسیز هستند. هدف: از مطالعه حاضر بررسی تراکم سلول های 
گرانولوزا کشت داده شده حاصل از فولیکول های mm 5-2بر تراوش استرادیول و بیان ژن های مرتبط با ساخت استرادیول و پروژسترون بود. 
روش کار: به طور خلاصه، فولیکول های mm 5-2 از تخمدان گاوهای بالغ از کشتارگاه جمع آوری شدند، پس از جدا سازی و شمارش سلول ها 
با اســتفاده از رنگ تریپان بلو 0/4 %، ســلول های گرانولوزا در محیط DMEM/F12 به مدت شــش روز کشت داده شدند. تیمارها شامل 1( 500 
هزار سلول در mL 500 محیط کشت، 2( 500 هزار سلول در mL 200 محیط کشت، 3( 250 هزار سلول در mL 500  محیط کشت و 4( 250 
هزار سلول در mL 200 محیط کشت بود. داده های مربوط به بیان ژن ها با استفاده از نرم افزار JMP مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند. نتایج: در 
شرایطی که مقدار محیط کشت ثابت بود کاهش تعداد سلول ها )کاهش تراکم( منجر به افزایش غلظت استرادیول گردید و در شرایطی که تعداد 
سلول ها ثابت بود کاهش محیط کشت )افزایش تراکم( سبب کاهش غلظت استرادیول گردید. میزان پروتئین و RNA استخراجی تفاوتی بین 
تیمارها نداشت. با کاهش تراکم بیان ژن های 17βHSD ،FSHR، CYP19 افزایش و بیان ژن های GADD45β و StAR کاهش یافت. نتایج 
مطالعه حاضر نشان داد کاهش تراکم سلول سبب افزایش تولید استرادیول و همچنین افزایش mRNA کد کننده آنزیم های استروژنیک گردید 
ولی بالعکس سبب کاهش بیان mRNA کد کننده آنزیم های پروژستژنیک )Progestagenic( گردید. نتیجه گیری نهایی: غلظت پروتئین با 

کاهش تراکم سلول تغییر نکرد در نتیجه می توان سلول را از اثرات مضر افزایش تراکم محافظت کرد.

RIA،PCR ،واژه های کلیدی: کشت سلول، سلول گرانولوزا، گاو هلشتاین

مقدمه
نشخوارکنندگان، به ویژه گاو به دلیل اینکه الگوی رشد فولیکولی و بسیاری 

از گامه های رشد در آنها مشابه با انسان است مدل های بسیار خوبی می باشند 

)1،2(. در شــرایط درون تنی، بسیاری از ژن های آنزیم های استروژنیک در 

ســلول گرانولوزا فولیکول های آنتــروم دار کوچــک گاوی )mm 0/4 تا 4( 

بیان نمی شــوند )1(. تراوش اســترادیول شــاخصی از تخمک ریزی موفق 

فولیکول است. فزون بر نقش آن در رهاسازی غلیان پیش از تخمک ریزی 

گونادوتروپین ها، استرادیول فاکتور رشد، تمایز و زنده مانی داخل تخمدانی 

است. استرادیول از راه افزایش ظرفیت FSH در تحریک بیان گیرنده های 

LH، تمایــز ســلول گرانولــوزا را تعدیل می کنــد )16،19(. پدیدار شــدن 

گیرنده های LH در زمان انتخاب فولیکول در گاو، رشد و تمایز فولیکولی را 

افزایش داد )21(. در مطالعه ای بر روی رت به خوبی مشخص شده است که 

عملکرد سلول های گرانولوزا در زمانی که سلول لوتئینه می شود تغییر می کند 

که مهم ترین آن تغییر در بیان ژن ســیتوکروم 450P اروماتاز )19CYP( و 

ســیگنال پروتئین کیناز A در پاسخ به FSH می باشــد )8(. به همین دلیل 

مدل های حیوانی برای بررســی سلول های گرانولوزا لوتئینه نشده مناسب 

 CYP11A1 و CYP19 به نظر می رســند )6(. در ســلول گرانولوزا بیان ژن

در طی رشــد فولیکولی افزایش می یابد )2(.در هر دو جنس، تخمک ریزی 

منفرد بوده و قطر فولیکول در گامه های مختلف تکامل مشــابه می باشــد 

)22(. دینامیــک فولیکولی و پدیدار شــدن امواج فولیکولی در جنس مونث 

و گاو به نظر مشابه می باشد )22(. به دلیل اینکه تراوش استرادیول و بیان 

ژن 19CYP به غلظت های فیزیولوژیک FSH پاســخ می دهند و همچنین 

پایین بودن فراوانی mRNA کد کننده ژن StAR در طی دوره شــش روزه 

کشــت، به این سیستم، کشــت غیر لوتئینه گفته می شود )19(. هر چند با 

وجود ظرفیت استروژنی این سلول ها، در مقایسه با تولید استرادیول مقدار 

بیشتری پروژسترون تولید می کنند )نسبت استرادیول/پروژسترون > 0/01(. 

همانند نسبت استرادیول/پروژسترون در مایع فولیکولی که شاخصی است 

از آترزی فولیکول )10،13(. مطالعات بر روی کشــت کوتاه مدت نشان داد 

سلول های گرانولوزا در فولیکول های سالم )نسبت استرادیول/پروژسترون 

< 1 در مایع فولیکولی( در طی 24 ســاعت اســترادیول بیشــتری نسبت به 

پروژســترون تولید می کنند. در نتیجه شــرایط کشت طولانی مدت ممکن 

است به درستی الگویی از رشد فولیکول های در حال رشد سالم نباشد )14(. 

لذا از هدف از مطالعه حاضر بررســی تراکم سلول های گرانولوزا کشت داده 

شده حاصل از فولیکول های mm 5-2بر تراوش استرادیول و بیان ژن های 

مرتبط با ساخت استرادیول و پژوسترون بود.   
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 )100 µg/mL( و استرپتومایسین )100 U/mL( پنی سیلین ،PBSمحلول

و در دمایoC 35 به آزمایشــگاه منتقل شــد. سپس سلول های گرانولوزا بر 

اساس روش  Gutierrez و همکاران در سال 1997 )9( و بر مبنای انتخاب 

فولیکول هایی با فنوتیپ اســتروژنی با حداقل لوتئینه شــدن  کشــت داده 

شــدند )15(. کلیه مواد به جز آنهایی که در متن اشــاره شده است از شرکت 

اینوتروژن )برلینگتون، انتاریو، کانادا( خریداری شدند. به طور خلاصه برای 

کشت سلول ها، فولیکول های mm 5-2 گاوهای بالغ  زیر هود  قطعه قطعه 

 Dulbecco Modified( DMEM/F12 شــده و سپس در محیط کشت

Eagle Medium Nutrient Mixture F-12(، ســلول ها جدا و فیلتر 

گردید. محیط کشــت پایه برای ســلول ها DMEM/F12 بــوده که به آن 

بی کربنات ســدیم )Mm 10(، سلنیت ســدیم )ng/mL 4(، آلبومین سرم 

 ،)100 µg/mL( استرپتومایسین ،)100 U/mL( پنی سیلین ،)% گاوی )10

 mM( ترکیب اســیدهای آمینه غیر ضروری ،)2/5 µg/mL( ترانســفرین

1/1(، فانگیزون )1mg/mL( و اندروســتندایون )M 10-7(  اضافه گردید. 

پس از سه مرحله سانتریفیوژ و دور ریختن سطح بالایی، به رسوب پایین لوله 

که حاوی ســلول ها بود  mL 10 محیط کشــت DMEM/F12 پایه اضافه 

گردید )4( و ســپس با اســتفاده از تریپان  بلو 0/4 %  تعداد سلول ها شمارش 

شدند و در پلت 24 تایی )4*6( در چهار تیمار قرار گرفتند. تیمار ها شامل 1( 

 mL 500 محیط کشــت، 2( 500 هزار سلول در mL 500 هزار ســلول در

200 محیط کشت، 3( 500 هزار سلول در mL 500  محیط کشت و افزودن 

استرادیول از روز دوم کشت  و 4( 500 هزار سلول در mL 200 محیط کشت 

و افزودن اســترادیول از روز دوم کشــت بود. پلیت ها درون انکوباتور، با پنچ 

% دی اکســید کربن در دمای oC 37 با بیشینه رطوبت نسبی )98 %( برای 

شش روز کشت داده شدند و هر یک روز در میان µL 700 از محیط کشت 

با محیط کشــت جدید جایگزین گردیــد. در روزهای صفر، دوم و چهارم به 

تمامی تیمارها انسولین گاوی اضافه شد. علاوه بر آن جهت رشد سلول ها، 

در روزهای دوم و چهارم هورمون FSH گاوی )ng/mL 1( به محیط کشت 

 10 ng/mL اضافه شــد. در تیمارهای حاوی استردیول در روز دوم و چهارم

استرادیول به محیط کشت اضافه گردید. کشت فوق با شرایط مشابه در سه 

هفته متوالی تکرار گردید.

اســتخراج RNA و Real-Time RT-PCR: اســتخراج RNA بــا 

اســتفاده از ترایزول و برمبنای دســتورالعمل شرکت ســازنده )اینویتروژن( 

صورت گرفت. به منظور رفع آلودگی ناشی از وجود DNA، ابتدا یک واحد 

DNase بــه RNA اضافه گردید و در دمای oC 35 برای پنج دقیقه انکوبه 

شــد سپس به مدت ســه دقیقه در دمای oC 65 انکوبه شد. RNA سپس در 

حضور الیگوdTو)mmol/L 1(، امنیوسکریپتاز )4 واحد، کیاژن(، dNTP و 

)mmol/L 0/25(، مهار کننــده RNase )19/33 واحد( در حجم µL 20 در 

دمای  oC 37 به مدت 1 ساعت و سپس برای 5 دقیقه درoC 95 انکوبه شد. 

 Quantifast Revears-Transcriptase از کیت cDNA برای تهیه

شرکت کیاژن استفاده شد. cDNA  حاصل پس از اتمام کارها و حل نمودن 

آن در آب بدون یون و اســتریل، در دمــای oC 70- تا انجام مراحل بعدی 

آزمایش نگهداری شــد. آغازگرهای مورد اســتفاده برای اطمینان از تکثیر 

 Applied 7300( و Real-time PCR و cDNA بــا اســتفاده از یــک

Biosystems, ABI Prism( آزمایــش شــدند. با اســتفاده از آغازگرهای 

اختصاصی و کیت QuantiFast SYBR Green PCR شــرکت )کیاژن( 

واکنش های Real Time PCR انجام شــدند. پس از تأیید توالی و صحت 

 ،NCBI طــول قطعه تولیدی با اســتفاده از اطلاعات موجــود در بانک ژن

آغازگرهای مورد نظر ساخته شدند )جدول 1(. برای استفاده بهینه از کیت، 

 µL 25 تنظیم شــدند )مســترمیکس سایبرگرین µL واکنش ها برای حجم

12/5 ؛ جفت آغازگر اختصاصــی  µL 1+1؛ 1µL،cDNAآب دوبار تقطیر 

 CT و انحراف PCR ژن ها بر اساس بازدهی mRNA 9/5(. سطوح µL شده

یک نمونه ناشناخته نسبت به کنترل با روش ΔΔCT- 2برآورد شد. mRNA یِ 

H2AFZ به عنوان ژن مرجع مورد اســتفاده قرار گرفت )راهنمای شــرکت 

ABI، لیواک، 2003(. کلیه نمونه ها با سه تکرار استفاده شدند. 

اندازه گیری استرادیول: جهت اندازه گیری غلظت استرادیول در روزهای 

چهارم تا ششــم؛ 70 % محیط کشــت جمع آوری، و با محیط کشت جدید 

جایگزین گردید، و در روز ششم کل محیط کشت جمع آوری گردید. غلظت 

 Diagnostic( اســترادیول در نمونه ها بر اســاس روش رادیوایمونواســی

Systems Laboratories Inc., Webster, TX, USA( )4( و بــا دو 

تکرار برای هر نمونه انجام گرفت. حساسیت استرادیول pg 10 به ازای هر 

لوله بود.

تجزیــه و تحلیــل آمــاری: بــرای نرمال کــردن داده هــای حاصل از                     

JMP بیان ژن از لگاریتم گیری اســتفاده شد. سپس با اســتفاده از نرم افزار

ر)SAS Institute, Cary, NC, USA( آنالیــز واریانــس انجام گردید، به 

طوری که اثر حیوان به عنوان اثرثابت و تکرار کشــت )هر هفته( به عنوان 

اثر تصادفی در تست F در نظر گرفته شد. مقایسه میانگین ها با آزمون توکی 

انجام گردید.

نتایج
افزایش تراکم ســلول باعث کاهش تراوش استرادیول گردید )نمودار 

1(. نتایج نشــان داد در شــرایطی که مقدار محیط کشــت ثابت بود کاهش 

تعداد ســلول ها )کاهش تراکم( منجر به افزایش غلظت استرادیول گردید و 

در شرایطی که تعداد سلول ها ثابت بود کاهش محیط کشت )افزایش تراکم( 

ســبب کاهش غلظت استرادیول گردید. غلظت اســترادیول در تیمار 250 

هزار سلول در mL 200 محیط کشت نسبت به تیمارهای دیگر بیشینه بود. 

برای پی بردن به این ســازوکار میزان RNA و پروتئین نیز محاسبه گردید. 

میزان پروتئین و RNA استخراجی تفاوتی بین تیمارها نداشت و تحت تأثیر 

تراکم سلول ها قرار نگرفت )جدول 2(. افزایش تراوش استرادیول که ناشی 
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 17βHSD ،FSHR، CYP19 از کاهش تراکم بود با افزایش بیان ژن های

و کاهش بیان ژن StAR در ارتباط بود. بیان ژن GADD45β که با مرگ 

سلول در ارتباط است با افزایش تراکم سلول افزایش یافت )نمودار 2(.

بحث
نتایج این مطالعه اهمیت تراکم ســلول های گرانولوزا  گاوی جدا شده 

از فولیکول های mm 5-2 را بر قابلیت تولید استرادیول و تعادل مسیرهای 

ساخت استروژنیک و پروژســتژنیک و بیان mRNA کد کننده آنزیم های 

مؤثر در مسیر  استروییدژنسیز نشان داد. بر اساس یافته های ما این مطالعه 

اولین مطالعه ای اســت که به بررسی اثرات تراکم سلول های گرانولوزا جدا 

شــده از فولیکول های mm 5-2 پرداخته است. نتایج مطالعه حاضر نشان 

داد کاهش تراکم سلول سبب تحریک تراوش استرادیول شد با توجه به این 

نکته طراحی مناســب کشت سلول از نظر تراکم سلولی به برقراری تعادل 

در زنده مانی و تکثیر سلول و در نهایت استروئیدوژنز کمک خواهد کرد. در 

مطالعات گاوی دامنه گســترده ای از تراکم ســلولی در کشت های مختلف 

گزارش شده است از 200 هزار سلول به ازای mL 1در پلت 24 تایی )9( تا 

1 میلیون سلول به ازای mL 1 در پلت 24 تایی )21(. در شرایط کشت شش 

روزه نســبت استرادیول به پروژســترون در سلول های گرانولوزا جدا شده از 

فولیکول های کوچک 0/8 بود )23(. نسبت بالاتر استرادیول به پروژسترون 

تنها در مطالعه بر روی فولیکول های بزرگ )<  mm 8( و در کشــت های 

کوتــاه مــدت )24 تا 48 ســاعت( گزارش شــده اســت )11،14،20(. چون 

سلول های جدا شده از فولیکول های بزرگ تمایز یافته اند و نمی توانند بیشتر 

از 48 ساعت در محیط کشت بدوم سرم زنده بمانند لذا فولیکول های بزرگ 

مدل خوبی برای این گونه مطالعات نبوده و بالعکس استفاده از فولیکول های 

mm 5-2 می تواند مدلی مناســب باشــد. کاهش در تراوش استرادیول با 

کاهــش mRNA کد کننده گیرنده FSH همراه بــود که این امر می تواند 

کاهــش در فراوانی ســطوح mRNA کد کننــده CYP19 و 17βHSD را 

 mRNA ،هستند )19(. در مقابل FSH توجیه نماید زیرا هر دو آنها وابسته به

کــد کننده 3βHSD و StAR وابســته به FSH نیســتند )21( و با افزایش 

تراکم سلول تحریک می شوند )24(. کاهش در mRNA کد کننده گیرنده 

FSH و آنزیم های اســتروژنیک و افزایــش mRNA کد کننده آنزیم های 

پروژســتژنیک که در اثر افزایش تراکم دیده شد از ویژگی های سلول های 

گرانولوزا که لوتئینه شــده در آنها آغاز شــده اســت )Fitzpatrick .)17 و 

 CYP19 همکاران در ســال 1991 گزارش کردند تراوش استرادیول و بیان

به میزان قابل توجهی در ســطوح بالای LH کاهش پیدا کردند در حالیکه 

در اثر افزودن FSH افزایش یافتند. پیشــنهاد شده که FSH به طور طبیعی 

سبب افزایش اندک در cAMP داخل سلولی می شود که سبب افزایش بیان 

CYP19 می شود درحالی که LH سبب افزایش بیشتر cAMP شده که در 

نهایت منجر به لوتئینه شــدن و کاهش بیان CYP19 می شــود. همچنین 

پیشنهاد شده اســت غلظت های بیشتر LH سبب فعال شدن مسیر پیامبر 

ثانویه پروتئین کیناز C شده و به دنبال آن کاهش بیان CYP19 را به دنبال 

خواهد داشت )7(.  

)Reverse )3-5( Forward )3-5ژن

H2AFZTTGTGGTGGCTCTCAGTCTTCGAGGAGCTGAACAAGCTGTTG

17βHSDCAGCGTGGCATACACTTTGAATGTGGTACTCATTACCGGCTGTT

CYP19GGACTAG TAATGAGGGGCCCAATTCCCAGAGACTCTCAT GAATTCTCCATACATCT

FSHRGTTCCTCACCGTGAGGTAGATGTAGCCCCTTGTCACAACTCTATGTC

StAR TGC GAG AGG ACC TGG TTG ATCCC AGC AGA AGG GTG TCA TC

GADD45βGTCCTCCTCTTCCTCGTCGATTACGAGTCGGCCAAGCTGAT

جدول 1. آغازگرهای استفاده شده.

پروتئین )pg( RNA)µg(تیمارها

9±9155±500680 هزار سلول درmL  500 محیط کشت

6±76059±500700 هزار سلول در mL  200 محیط کشت

13±11070±250900 هزار سلول در  mL  500 محیط کشت

8±3065±250850 هزار سلول در   mL  200 محیط کشت

p Value0/450/69

جدول 2.  مقدار پروتئین و RNA اســتخراجی از ســلول های گرانولوزای کشــت داده 
شــده. a, b, c, d( میانگین هایی که حرف مشترک انگلیســی ندارند، دارای اختلاف 

.)p>0/05( معنی دارند

نمودار 1.  غلظت استرادیول در تراکم های متفاوت سلول های گرانولوزا کشت داده. 1( 
500 هزار سلول در mL 500 محیط کشت، 2( 500 هزار سلول در mL 200 کشت، 
 200 mL 500  محیط کشــت و 4( 250 هزار ســلول در mL 3( 250 هزار ســلول در
محیط کشــت. a, b, c, d( میانگین هایی که حرف مشــترک انگلیسی ندارند، دارای 

 .)p>0/05( اختلاف معنی دارند
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Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


مجله تحقیقات دامپزشکی، دوره 70، شماره 2، 1394 158

افزایش تراکم ســلول ســبب افزایــش معنی دار در تعداد ســلول های 

استخراجی در پایان کشت شد. همانطور که مقدار کل پروتئین سلول نشان 

داد. سطح mRNA کد کننده GADD45β با افزایش تراکم سلول افزایش 

یافت. GADD45β که در پاســخ به تنش در بســیاری از سلول ها بیان آن 

افزایش می یابد می تواند بخشی از یک سازوکار محافظتی سلول باشد )12(. 

نتایج حاضر مشــابه با مطالعه Vallerio و همکاران در سال 2010 بود که 

گزارش کردند تنش ناشــی از افزایش تراکم سلول های گرانولوزا فولیکول 

بزرگ تــر از mm 8 نرخ مرگ و میر ســلولی را افزایش داد. عدم تفاوت در 

میزان RNA اســتخراجی به احتمال به دلیل محلول های اســتفاده شده و 

تفاوتی است که بین سلول های مختلف وجود دارد. میزان RNA استخراجی 

اگرچه اطلاعاتی در مورد سلول به ما نمی دهد ولی از جنبه کاربردی دارای 

اهمیت بســیاری اســت. یافته های این مطالعه محدود به نشخوارکنندگان 

نمودار 2.  بیان نسبی ژن آنزیم های استروژنیک و پروژستژنیک در تراکم های متفاوت سلول های گرانولوزا کشت داده. 1( 500 هزار سلول در mL 500 محیط کشت، 2( 500 هزار 
ســلول در mL 200 محیط کشــت، 3( 250 هزار ســلول در mL 500  محیط کشــت و 4( 250 هزار سلول در mL 200 محیط کشــت.  a, b, c, d( میانگین هایی که حرف مشترک 

.)p>0/05( انگلیسی ندارند، دارای اختلاف معنی دارند
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نیست در سلول های گرانولوزا لوتئینه شده انسان، استرادیول و پروژسترون با 

افزایش تراکم سلول کاهش نشان داد )3( هرچند در مورد نسبت استرادیول 

به پروژسترون پاسخ متناقض است )15(. 

به طور کلی نتایج مطالعه حاضر نشــان داد کاهش تراکم سلول سبب 

 mRNA کد کننده آنزیم های استروژنیک، کاهش بیان mRNA افزایش

کد کننده آنزیم های پروژستژنیک و افزایش تولید استرادیول شد.

تشکر و قدردانی
نویسنده از همکاری سرکار خانم طناز صابری فر و سرکار خانم عاطفه 

عابدینی دانشــجویان کارشناسی ارشد دانشگاه تهران در طول این تحقیق 

کمال تشکر و قدردانی می نماید. 
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Abstract:
BACKGROUND: Granuloca cells have a key role during estroeidogenesis. OBJEC-

TIVES: The purpose of this study was to determine the effect of number of culture medium 
granulosa cells on estradiol concentrations and mRNA codding estrogenic and progesta-
genic enzyme. METHODS: Briefly, follicles between 2 and 5 mm diameter were dissected 
from the ovaries of adult cows and were collected by rinsing the follicle walls with Dul-
becco Modified Eagle medium/F12 (DMEM/F12). The number of cells was counted with 
a haemocytometer and the viable cells were assessed by the dye exclusion method using 
0.4% Trypan Blue. Treatments were 1) 500,000 cell/500 ml, 2) 250,000 cell/500 ml, 3) 
500,000 cell/200 ml 4) 250,000 cell/ 200 ml.  All data were analyzed by JMP (SAS). RE-
SULTS: Low plating density increased E2 secretion and mRNA encoding LHR, FSHR and 
estrogenic enzymes (17βHSD, CYP19), whereas decreased mRNA encoding GADD45β. 
There were no differences among treatments for RNA and protein concentration. Low 
plating density also decreased protein amount but there was no difference among treat-
ments for RNA amount. In conclusion, decreased cell density cause increase in mRNA 
encoding codding estrogenic enzyme gene expression and decrease in mRNA encoding 
progestagenic enzyme gene expression. CONCLUSIONS: Protein concentrations did not 
changed with decreased cell density therefore we can save cells against harmful effect of 
increasing cell density.

Keyword: cell culture, granulosa cell, Holstein cow, PCR, RIA

Figure Legends and Table Captions
Table 1. Primers used.

Table 2. Total RNA and protein isolated from cultures granulosa cells. Values with different superscripts. (a, b) differ significantly 
(p<0.05).
Graph 1. Estradiol concentrations in different cultured granulosa cell densities. 1- 0.5×106 cell/ 500 mL, 2- 0.5×106 cell/ 200 mL, 
3- 0.25×106 cell/ 500 mL, 4- 0.25×106 cell/ 200 mL. Values with different superscripts. (a, b) differ significantly (p<0.05).
Graph 2. Relative gene expression of estrogenic and progestagenic enzyme in different cultured granulosa cell densities. 1- 0.5×106 
cell/ 500 mL, 2- 0.5×106 cell/ 200 mL, 3- 0.25×106 cell/ 500 mL, 4- 0.25×106 cell/ 200 mL. Values with different superscripts. (a, b) 
differ significantly (p<0.05).
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