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insan Kumulus Graniiloza Hiicrelerinin izolasyonu
Isolation of Human Cumulus Granulosa Cells
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Ozet

Amag: Folikiiller, ovaryumun temel fonksiyonel birimleridir.
Overyan foliktllerin ~ biyimesi ve gelismesi, graniiloza
hiicrelerinin  ¢ogalmasi  ve farkhilasmasi ile karakterizedir.
Oositler graaf folikiil igerisinde kumulus granulosa hiicreleriyle
cevrili olarak bulunur. Bizim bu ¢alismadaki amacimiz oositin
mikrogevresini olusturan kumulus grantloza hiicrelerini daha
kolay ve hizli bir sekilde izole etmektit.

Gereg ve Yontem: Calismaya 25-30 yas araliginda, folikul sayist
on ve uzerinde olan ve infertilite nedeni erkek faktor olan iki
kadin hasta alindi. Oosit toplama isleminden (OPU) sonra elde
edilen kumulus grantloza-oosit komplekslerine birbirlerinden
ayrilmalari icin dentdasyon islemi uygulandi. Daha sonra
kumulus grantiloza hiicreleri Tip I kollajen ile kapli kultir
kaplarina ekilerek primer hiicre kiltird olusturuldu.

Bulgular: Flask kultir kaplarina ekilen kumulus graniiloza
hiicreleri prolifere olarak 14. giinde konflue oldular. Mikroskop
altinda yapilan sayimda kultir kaplarinda sirasiyla 4x10° ve
5x105 hiicrenin tredigi gézlemlendi.

Sonug: Kumulus grantiloza hiicrelerinin gelistirilen izolasyon
yontemleri  sayesinde daha kolay bir sekilde kultire
edilebilmeleri kaliteli oosit ve embriyo elde edilmesi yontindeki
calismalara ivme kazandirabilir.

Anahtar Kelimeler: Kumulus graniiloza hiicreleri; ovaryum;
hucre kiltir teknikleri

Giris

Ovaryumun yilzeyi tek katlt kiibik bazi alanlarda
ise yasst epitel ile déselidir. Yilzey epiteli ile
korteksin arasinda siki bag dokusu tabakasi olan
tunika  albuginea  bulunmaktadir.  Ovaryum
folikilleri korteksin stromasinda yerlesmistir. Bu
stroma bodlgesi ig biciminde fibroblastlar icerir (1).
Gelisim  evresine gore primordial  folikil,
biytumekte olan (primer-sekonder) folikil ve graaf
folikil olmak tzere u¢ tip folikill tanimlanir.
Primordial folikiil asamasinda yass: epitel olan
grantloza hiicreleri daha sonraki evrelerde kiibik
epitele  dontsir  (2). Primordial  foliktller
metabolik olarak inaktif fazdadirlar. Ovaryumun
her gelisim evresinde folikiiller bulunur, fakat tim
sikluslar icinde primordial folikiller baskindir.

Abstract

Introduction: Follicles are the basic functional units of the
ovary. It is characterized by the growth and development of
ovarian follicles, proliferation and differentiation of granulosa
cells. Oocytes are found in the graaf follicle surrounded by
cumulus granulosa cells. Our aim in this study is to isolate the
cumulus granulosa cells, which form the microenvironment of
the oocyte, more easily and quickly.

Materials and Methods: Two female patients aged 25-30
years, with ten or more follicles and male factor infertility were
included in the study. The cumulus granulosa-oocyte complexes
obtained after OPU (oocyte pick-up) were denuded to separate
them from each other. Then, the cumulus granulosa cells were
seceded into culture dishes coated with Type I collagen and
primary cell culture was established.

Results: Cumulus granulosa cells inoculated in flask culture
dishes proliferated and became confluent on the 14th day. In
the count made under the microscope, it was observed that
4x105 and 5x 10° cells were grown in the culture dishes,
respectively.

Conclusion: The ability to culture cumulus granulosa cells
more easily thanks to the isolation methods developed can
accelerate the studies on obtaining quality oocytes and embryos.
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Graaf folikiller en biyiik ¢apa sahip olgunlagmis
folikiillerdir. Owulasyon ©6ncesi oositler, graaf
folikil  icerisinde etrafi granulosa
hiicreleriyle cevrili olarak bulunur. Kumulus
graniloza oosit kompleksi (KOK) olarak
adlandirilan bu yapida, kumulus hiicreleri ile oosit
arasinda hem molekiiller hem de hiicre-hiicre iligki
s6z konusudur. Ovulasyonla birlikte fertilizasyon
yetenegine ulagmis oosit ve onun ¢evresinde
bulunan kumulus hicreleri overlerden atilmaktadir
(3). Kumulus graniiloza hiicreleri oositin hiicre
membrani ile temas halindedir ve zona pellusida
boyunca uzanirlar. Bu hiicreler yalnizca oosite
fiziki olarak desteklemekle kalmayip ayni zamanda
oositin mikrogevresini olusturarak buylime ve
olgunlasma sireclerinde 6nemli roller
oynamaktadirlar. Kumulus grantiloza hiicreleri

kumulus
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hem endokrin hem de parakrin  6zellik
gostermektedirler. Oositten uzanan mikrovilluslar
ve graniloza hiicrelerinden ¢ikan uzantilar oositi
cevreleyen zona pellusidaya uzanmaktadirlar (1,3).
Mural graniiloza hiicreleri ise biitiin folikil duvart
boyunca uzanmaktadir ve steroidojenik aktiviteye
sahiptir. Grantloza hiicreleri arasinda yaygin gap
junction tipi baglantilara rastlanir. Bu baglantilar
sayesinde granuloza hicreleri kendileri aralarinda
ve oositle siki bir iliski i¢indedirler. Gap junction
tipi baglantilarin temel birimleri konneksonlardir.
Ovulasyondan sonra mural graniiloza hicreleri
progesteron salgilayarak muhtemel bir gebelik icin
destek saglarlar. Graniiloza hicreleri ayrica oositin
gelisimi icin gerekli olan estradiol, progesteron ve
inhibin-b gibi bircok hormonu salgilarlar (2,4).
Pre-antral folikill evresinde graniiloza hiicreleri
tarafindan FSH reseptéri (FSHR) eksprese
edilmektedir. Fakat FSH’un graniiloza htcreleri
tzerindeki esas etkinligi antral dénemde meydana
gelmektedir.  _Anti-Mullerian ~ Hormon — (AMH),
primer folikil evresinin hemen basinda grantloza
hiicreleri tarafindan salgilanan, bir
glikoproteindir. AMH parakrin etki g6stererek
diger follikillerin gelisimini inhibe eder ve
dominant folikilin belitlenmesinde 6nemli rol
oynar. FSH'ya baglt secim streci basladiginda bu
hormonun  graniiloza  hicreleri  tarafindan
salgilanmasi azalmaktadir (5,6). LH tarafindan
kontrol  edilen kumulus-oosit kompleksinin
olgunlagsmasi, graniiloza hicrelerinde mitojen
aktive edici protein kinazin (mitogen-activated
protein kinase-MAP Kinase) uyarict etkisiyle
olmaktadir (7). Son yillarda bircok arastirmaya
konu olan graniiloza hiicrelerini izole etmek icin

bircok  yontem  gelistirilmistir.  Bizim  bu
calismadaki amacimiz oositin olgunlagsmast ve
beslenmesinde biyik bir Oneme sahip olan

kumulus grantiloza hiicrelerini yiksek bir verimle
izole etmektir.
Gerecg ve Yontem

Calismamiz Pamukkale Universitesi Girisimsel
Olmayan Klinik  Aragtirmalar Etik  Kurulu
tarafindan 09.06.2021 tarihli E.60560 sayili karari
ile onaylandi. Calismamiza 25-30 yas araliginda,
folikil sayist on ve tizerinde olan; infertilite nedeni
erkek faktér olan iki kadin hasta yazili onamlari
alinarak dahil edildi. Hastalarin FSH, LH, AMH ve
E2  hormonlarinin  kan  seviyeleri normal
araliktaydi. Ek bir sistemik rahatsizliklart yoktu ve
ultrasonografi ile yapilan gorintilemede ovetlere
ait primer bir patolojileri saptanmadu.

Overyan stimiilasyon ve oosit toplanmasi:
Hastalarda standard GnRH antagonist protokold

ile kontrollii ovaryan hiperstimulasyon (KOH)
yapildi. Hastalarin menstruasyonunun 2. giiniinde
transvaginal ultrasonografi ile muayenesi yapilarak,
bazal FSH, LH, E2 seviyeleri 6lctldikten sonra,
gonadotropinler ile ovulasyon indiksiiyonuna
baslandi. Folikil boyutu 14 mm'ye ulastiginda
GnRH antagonisti baslandi. Hastalarin folikil
gelisim takibi transvaginal USG ile yapildi. Takipte
18 mm'ye ulasan en az iki adet foliktl olustugunda
oosit maturasyonu i¢in rekombinant hCG yapilip
takip eden 36. saatte oosit toplama islemi (OPU)
yapild1. OPU islemi sedasyon anestezisi altinda ¢ift
limen OPU ignesi ile yapild.

Kumulus graniiloza hiicrelerinin izolasyonu ve
kiltiire edilmesi: Toplanan kumulus graniiloza
oosit kompleksleri medyumun igerisinde 37°C'de
%7 CO2, %5 O2 ve %85 N2 iceren inkibatorde
2-3 saat bekletildi. Inkiibatére kaldirilmadan énce
folikiil sivisi, epitel ve kan gibi materyallerden
arindirilmast icin bulundugu medyumda (GTL,
Vitrolife, Sweden) ardistk yitkama islemlerine tabi
tutuldu. Kumulus graniiloza oosit kompleksleri 80

IU/ml hyaluronidaz enzimi ile (Hyase-10X,
Vitrolife, Sweden) 30 saniye muamele edildi ve
oositlere denudasyon islemi uygulanarak

inkibatore kaldirildi. Kumulus graniiloza hiicreleri
enzimden etkilenmemeleri i¢in hizlica 10 ml
Earle’s Balanced Salts Solution (EEBS) (Sigma-
Aldrich, Germany) ile dilue edilerek yikandi. Daha
sonra falcon tiipte 1500 RPM devirde 10 dakika
santrifilj edildi. Tupin Ustinde kalan stpernatan
uzaklastirilarak  pellete 1ml komplet besiyeri
eklendi. Pellet pipetaj ile homojenize hale
getirildikten sonra Tip I kollajen ile kaplt 25 c¢cm?
flasklara ekilerek primer htcre kiltiri meydana
getirildi. Bu agamada kumulus graniiloza hiicreleri
filtre edilmedi ve eritrositlerin uzaklastirilmasi icin
herhangi bir solisyon kullanilmadi.  Adherent
kumulus grantloza hiicreleri c¢ogalip konflue
olduktan (%70-80) sonra bu hiicreler tripsin
enzimi 0.25% (Hyclone, USA) ile kaldirildi ve
icinde komplet besiyeri olan yeni kiltiir kaplarina
ekimleri yapildi. Komplet besiyeri Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium DMEM/F12 (Capricorn
Scientific, Germany), Fetal Bovine Serum FBS
(Capricorn  Scientific, Germany), Penisilin-
Streptomisin (Pan Biotech, Germany)
icermektedir. Kiltir kaplarinin iki giinde bir
medyumlar: degistirildi ve optimal kiiltir sartlar
olusturuldu. Cogalan hicreler canliliklarinin
degerlendirilmesi igin tripan blue ile boyandi ve
hiicre  sayilar1  Neubauer Improved sayimm
kamarasiyla tespit edildi. Tim bu asamalar invert
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Sekil 2. Kultire edilen kumulus graniiloza hiicrelerinin (A-B) faz kontrast mikroskobisi altindaki (x10) morfolojik
goérunimleri

mikroskop (CKX41 Olympus, Japan) kullanilarak
gbzlendi. Devam eden pasajlarda ¢ogalan hiicreler

arastirmalarda kullanilmak uzere
kriyoprezervasyon islemi vyapilarak kriotipler
icinde -80°C’de derin dondurucuya kaldirild.

Dondurma vasati olarak Dimetilsiilfoksit (DMSO)
ve DMEM/F12 kartsimi kullanildi. Hiicrelerin
morfolojik 6zelliklerini gostermek igin lamlarin
tzerine direk olarak yaymalari yapildi. Kumulus
graniiloza hiicrelerinin bir baska kismi ise chamber

slide icinde kulture edildi. Her iki o6rnekte
kurutulduktan sonra Diff Quick boyast ile
boyandi.
Bulgular

Graaf folikilde bulunan kumulus graniiloza oosit
kompleksi (KOK) sekil-1’de resmedildi. Santrifij
sonrasi yapilan sayimda yeterli sayida hicre (8x105
ve 9x10% oldugu goézlemlendi. Tip I kollajen ile
kapli flasklara ekilen kumulus hiicrelerinin %40-
45’nin kiltir kaplarina yapistigt gérildi. Adherent

hiicreler prolifere olarak 14 giin sonra kiltiir
kaplarinin yizeyini kapladilar (sekil-2). Hucreler
canliliklarinin degerlendirilmesi icin tripan blue ile
boyand: ve hiicre sayilar1 Neubauer Improved
sayim kamarasiyla tespit edildi. Tim bu agamalar
invert mikroskop (CKX41 Olympus, Japan)
kullanilarak ~ gézlendi.  Kumulus  graniiloza
hiicrelerinin kiltire edilmeden 6nce Dif Quick
boyastyla boyanmast ve bu hicrelerin 151k
mikroskobisi altindaki (x20 ve x40) gérinimleri
sekil-3’de verilmigtir. Kultir kaplarindaki hiicreler
konflue (%70-80) oldugu zaman yapilan sayimda
sirastyla 4x105  ve  5x105  hicrenin  Uredigi
gbézlemlendi. Daha sonra kumulus graniloza
hiicreleri ikinci pasaja (P2) kadar cogaltildi ve
calismalarda  kullanilmak  tzere donduruldu.
Kumulus graniiloza hiicrelerinin kultire edilmesi
sonrasinda Dif Quick boyasiyla boyanmasi ve bu
hiicrelerin 151tk mikroskobisi altindaki (x20 ve x40)
gorintimleri sekil-4’de verilmigtir. Kullandigimiz
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Sekil 3. Kumulus grantiloza hicrelerinin (A-B-C-D) kiltire edilmeden 6nce Dif Quick boyasiyla boyanmast ve bu
hiicrelerin 151k mikroskobisi altindaki (x20 ve x40) gérintimleri

Sekil 4. Kumulus grantiloza hiicrelerinin (A-B-C-D) kilture edilmesi sonrasinda Dif Quick boyasiyla boyanmasi ve
bu hiicrelerin 151k mikroskobisi altindaki (x20 ve x40) gérinumleri

teknik modifiye eksplant yontemidir. Cesitli
laboratuvarlarda atik materyal olarak
degerlendirilen kumulus graniiloza hiicrelerini

izole etmek icin icin farkli enzimler (kollajenaz
gibi) kullanilmamustir. Bu hiicrelerin
izolasyonunun IVF strecini etkilemiyecek olmast,
ekonomik olmasi ve daha yiksek saflikta elde
edilmesi yontemimizin avantajlarini
gbstermektedir.

Tartigma

Graniiloza htcreleri ile ilgili yapilan ¢alismalar
genellikle folikiil sivilari toplanarak yapilmaktadir.
Folikiil sivisinda bulunan mural grantloza ve
kumulus grantloza hiicrelerin  yanisira 16kosit,
eritrosit, endotel, epitel gibi hicrelerin hepsi

birlikte heterojen bir yapt olusturmaktadir.
Graniiloza hiicrelerinin elde edilmesi sirecinde
ideal bir izolasyon yoOntemi (gold standard
method) yoktur. Toplanan folikiler sivilarda
grantiloza hucreleri degisik teknikler uygulanarak
(flask teknigi, hiicre stizgeci, hiicre agregat, FACS
ve MACS gibi) farkli oranlarda saflik ve canlilikla
izole edilmektedir (8-10). Ayrica bir¢cok calismada
dansiyete-gradiyent ayristirma metodlarint iceren
percoll ve ficoll soliisyonlar: kullanilmaktadur.
Her teknigin avantajlar1 ve dezavantajlari vardir.
Bu tekniklerle hem mural graniiloza hiicreleri hem
de kumulus graniiloza hiicreleri elde edilmektedir
(11-16). Bazi c¢alismalarda ise kumulus-oosit
kompleksleri mekanik olarak ignelerle kesilerek
kumulus grantiloza hicreleri izole edilmektedir
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(17-19). Graniiloza hiicreleriyle ilgili olarak bir¢ok
deneysel ve klinik calisma yapilmis ve grantloza
hiicreleri markerlart olarak FOXI2, AMH, FSHR
ve CYP19AT’in kullanilabilecegi bildirilmistir (20).
Kaliteli oosit ve embriyo seciminde kumulus
granliloza  hicrelerinin  genomik  profili de
potansiyel bir biyobelirteg olarak
degerlendirilebilir (21). Polikistik over
sendromunda (PCOS) graniiloza hiicrelerinin
salgiladigt AMH, normal overyan morfolojiye
sahip hastalarin AMH sekresyonundan daha
fazladir. Bu durumun da PCOS hastalarinin folikdl
gelisimlerinde  yetmezlige neden  olabilecegi
bildirilmistir (22). Polikistik over sendromu olan
hastalarda yapilan baska bir c¢alismada ise
grantloza hiicrelerinde 6nemli oranda apoptozis
oranlarinin  distigu gorulmistir. Elde edilen
bulgularin  bu  hastaligin  tedavisinde  yeni
stratejilerin  gelistirilmesine yardimect olabilecegi
ileri strilmustir (11). Matur oositlerin kumulus
grantloza hicrelerinde estradiol (E2) tretimini
inhibe ederek steriodogenezisi etkiledigi ve
immatiir oositlerin ise antiluteal etkiye sahip
oldugunu gérilmiistir (13). In vitro calismalarda
FSH’1n IGF-1R yoklugunda grantiloza hiicrelerinin
proliferasyonunu uyaramadigr gosterilmistir. IGF-
1R geni eksik olan knockdown farelerde
ovaryumlarin kii¢iik oldugu, antral folikillerinin
gelisemedigi ve serum estradiol seviyesinin %090
oraninda  azaldigr  gbrilmigtiir.  IGF-1R’nin
graniiloza htcrelerinde steroidogenezisi sagladigi,
foliktllerin  sag kalimina neden oldugu ve
fertilizasyon i¢in gerekli oldugu bildirilmistir (23).
Graniiloza hiicrelerindeki apoptozisin gebelik ve
canlt dogum  oranlarini etkiledigi
bildirilmistir. Dlsik over rezervi olan kadinlarin
mural graniiloza hiicrelerinde apoptozisin énemli
oranda artmis oldugu goérulmustir. Disik over

olumsuz

rezervi olan  hastalarin  kumulus  grantloza
hiicrelerinde ise normal rezervi olan hastalara gbre
apoptozisinde  belirgin  bir  fark  olmadig1

gbzlemlenmistir. Bundan dolaytr mural graniiloza
hiicrelerinin, kumulus grantloza hiicrelerine gbre
apoptozise daha duyarli oldugu ileri siiriilmistir
(24). ICSI isleminde kumulus graniilosa hiicreleri
ve oosit arasinda daha fazla temasa izin vermek
icin ge¢ dentidasyonla ilgili yapilan c¢alismalarda;
oositlerin en az 2,5 saat boyunca inkibe
edilmesinin konvansiyonel IVF ve ICSI’de oosit

maturasyon  oranlarini  artirdi@ini  g6steren
calismalarla birlikte, ICSI’de en az 2 saatlik
inkiibasyonun  metafaz Il  oosit oranlarini,

fertilizasyon ve implantasyon oranlarini artirdigini
gbsteren ¢alismalar vardir (25).

Sonug

Kumulus grantiloza hiicreleri embriyo kalitesini ve
IVF sonrasi gebelik sonuglart tahmin etmek i¢in
potansiyel bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilir.
Yardimli dreme teknigiyle yapilan tedavilerde
bagart saglikli gelisen embriyolara  bagldir.
Embriyoyu meydana getirecek olan oositin kalitesi
kadar, oositin nisini  olusturan  grantloza
hiicrelerinin de saglikli ve fonksiyonel olmalar:
Onemlidir. Arastirmacilarin bu hicreleri daha kolay
bir sekilde kiltire edilebilmeleri daha kaliteli oosit
ve embriyo elde edilmesi yOniindeki calismalara

ivme kazandirabilir.  Ayrica  polikistik  over
sendromu ve endometriozis gibi hastaliklarda
grantiloza hiicrelerinin fonksiyonlarindaki

degisimler incelenerek bu hastaliklarda da yeni
tedavi stratejileri gelistirilebilir.
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