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Arastirma Makalesi Research Article

ICSI Sikluslarinda insan Graniiloza Hiicrelerinin
Morfometrik Analizi ve Biyokimyasal
Parametreler ile Korelasyonu

Morphometric Analysis of Human Granulosa Cells in ICSI
Cycles and Their Correlation with Biochemical Parameters

0z

Amag: Granlloza hicreleri, oosit maturasyonu, folikiler gelisim ve folikiler mikrogevrenin
dizenlenmesinde kritik rol oynayan, parakrin ve otokrin sinyal molekilleri Ureten temel
somatik hicrelerdir. Bu galismada, intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) uygulanan
infertil kadinlardan elde edilen graniloza hucrelerinin - morfometrik &zelliklerinin
degerlendirilmesi ve bu 6zelliklerin serum biyokimyasal parametreleri (FSH, LH, TSH, T3, T4,
B-hCG, Ca?*) ile korelasyonunun arastirilmasi amaglandi.

Yéntemler: Calismaya, ICSI tedavisi uygulanan, 19-42 yaslari arasindaki 50 infertil kadin dahil
edildi ve 35 yas esik degerine gore iki gruba ayrildi. Dentidasyon islemi sonrasinda elde edilen
granlloza hicreleri Papanicolaou yontemi ile boyandi. Her hastadan rastgele secilen 30
granlloza hucresi analiz edilerek toplam 1.500 hicrenin sitoplazma ve cekirdek alanlari,
Stereo Investigator 8 yazilimi kullanilarak manuel kontur izleme ve nokta sayim yontemleri
ile morfometrik olarak olctldi. Serum FSH, LH, TSH, T3, T4, B-hCG ve Ca?** dizeyleri
kaydedildi. istatistiksel analizlerde Mann—-Whitney U testi, Ki-kare testi ve Spearman
korelasyon analizi kullanildi. P<,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular: <35 yas grubunda grantloza hiicrelerinin ortalama sitoplazma ve ¢ekirdek alanlari
sirastyla 164,34+56,23 um?ve 59,36+14,21 um?, >35 yas grubunda ise 181,22+92,86 pm?ve
64,46+28,58 um? olarak 6l¢tlda. Gruplar arasinda sitoplazma ve ¢ekirdek alanlari agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (P>,05). Benzer sekilde, serum hormon dizeyleri
ve biyokimyasal gebelik oranlari bakimindan da gruplar arasinda anlamli farklilik gbzlenmedi
(P>,05). Korelasyon analizinde, sitoplazma alani ile T4 diizeyi (r=-0,33; P=,02), cekirdek alani
ile T4 dlzeyi (r=-0,30; P=,03) ve yas ile TSH dizeyi (r=-0,30; P=,03) arasinda anlamli negatif
korelasyon; T4 ile Ca®* dlizeyi arasinda anlamli pozitif korelasyon (r=0,58; P=,04) ve FSH ile
Ca?* duzeyi arasinda anlamli negatif korelasyon (r=-0,49; P=,02) saptandi.

Sonug: Grantloza hiicre morfometrik 6zelliklerinin serum T4 ve Ca?* dlzeyleriile anlamliiligki
gostermesi, bu parametrelerin ICS| sikluslarinda oosit kalitesinin dolayli olarak
degerlendiriimesinde non-invaziv ve dustk maliyetli potansiyel biyobelirtecler olarak
kullanilabilecegini disindirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Graniloza hiicresi, morfometri, intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
(ICSl), foliktler gelisim, tiroid hormonlari, oosit kalitesi

ABSTRACT

Objective: Granulosa cells are essential somatic cells that play critical roles in oocyte
maturation, follicular development, and regulation of the follicular microenvironment
through the production of paracrine and autocrine signaling molecules. This study aimed to
evaluate the morphometric characteristics of granulosa cells obtained from infertile women
undergoing intracytoplasmic sperm injection (ICSI) and to investigate their correlations with
serum biochemical parameters, including FSH, LH, TSH, T3, T4, B-hCG, and Ca?*.
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Methods: Fifty infertile women aged 19—42 years who underwent ICS| treatment were included in the study and divided
into two groups according to a cutoff age of 35 years. Granulosa cells obtained after the denudation procedure were
stained using the Papanicolaou staining method. 30 randomly selected granulosa cells from each patient were analyzed,
resulting in a total of 1,500 cells. Cytoplasmic and nuclear areas were measured morphometrically using manual contour
tracing and point-counting methods with Stereo Investigator 8 software. Serum FSH, LH, TSH, T3, T4, B-hCG, and Ca?*
levels were recorded. Statistical analyses were performed using the Mann—Whitney U test, chi-square test, and Spearman
correlation analysis. A P value of <0.05 was considered statistically significant.

Results: The mean cytoplasmic and nuclear areas of granulosa cells were 164.34 + 56.23 pm? and 59.36 + 14.21 um?
respectively, in the <35-year group, and 181.22 + 92.86 um? and 64.46 + 28.58 um?, respectively, in the >35-year group.
No statistically significant differences were observed between the groups in cytoplasmic or nuclear areas (P>.05). Similarly,
no significant differences were found in serum hormone levels or biochemical pregnancy rates (P>.05). Correlation analysis
revealed significant negative correlations between cytoplasmic area and T4 level (r=-0.33; P=.02), nuclear area and T4 level
(r=-0.30; P=.03), and age and TSH level (r=-0.30; P=.03). A significant positive correlation was observed between T4 and
Ca?* levels (r=0.58; P=.04), whereas FSH and Ca?* levels showed a significant negative correlation (r=-0.49; P=.02).
Conclusion: The significant associations between granulosa cell morphometric characteristics and serum T4 and Ca?* levels
suggest that these parameters may have potential as non-invasive, low-cost biomarkers for the indirect assessment of
oocyte quality in ICSI cycles.

Keywords: Granulosa cells, morphometry, intracytoplasmic sperm injection (ICSI), follicular development, thyroid

hormones, oocyte quality

GIRIS

infertilite, yardimci treme tekniklerinin (YUT) en énemli
uygulama alanlarindan biri olup, son yillarda bu tekniklerde
kaydedilen gelismeler tedavi basarisini belirgin sekilde
artirmistir.’ Ozellikle intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
(ICSl), baslangicta siddetli erkek faktorl infertilitesinde
gelistirilmis olmasina karsin glnimizde fertilizasyon
basarisizigl oykisl, ileri kadin yasi ve aciklanamayan
infertilite gibi farkli klinik durumlarda da yaygin olarak
uygulanmaktadir.2* Bununla birlikte ICSI basarisi yalnizca
uygulanan laboratuvar teknigine degil; kadin yasi, ovaryan
rezery, folikiler gelisim ve oosit kalitesi gibi bircok biyolojik
faktore baghdir.®®

Graniloza hicreleri, foliklilogenez, steroidogenez ve
oosit maturasyonunun diizenlenmesinde temel rol oynayan
somatik hicrelerdir.%” Qosit ile graniiloza hiicreleri arasinda
gap junctionlar aracihgiyla kurulan cift yonli iletisim;
metabolik destek, parakrin sinyalizasyon ve mayotik
olgunlasmanin  koordinasyonunu  saglayarak  oositin
gelisimsel yetkinliginin  kazanilmasinda belirleyici rol
Ustlenmektedir.”® ICSI  sirasinda  gerceklestirilen
denildasyon islemi ile grantloza hicrelerinin ek bir invaziv
girisime gerek duyulmaksizin elde edilebilmesi, bu
hicrelerin folikiler mikrocevreyi vyansitan potansiyel
biyobelirtecler  olarak  degerlendiriimesine olanak
saglamaktadir.®

Graniloza hicrelerinin folikiler gelisim, otofaji ve
apoptozdaki rolleri ayrintili olarak arastirilmis olmasina
ragmen, morfometrik 6zelliklerinin serum biyokimyasal
parametreleri ile iliskisini degerlendiren calismalarin sinirli
oldugu gorilmektedir.>® Bu calismada, ICSI uygulanan

infertil kadinlardan elde edilen graniloza hucrelerinin
sitoplazma ve cekirdek alanlari stereolojik morfometrik
yontemlerle degerlendirilmis ve elde edilen morfometrik
verilerin serum FSH, LH, TSH, T3, T4, B-hCG ve Ca?* diizeyleri
ile iliskisi arastirilmistir. Graniloza hicre morfometrisinin
serum biyokimyasal parametreleri ile iliskisinin ortaya
konmasinin, ICSI sikluslarinda oosit kalitesinin dolayli
degerlendiriimesinde potansiyel bir biyobelirte¢c olarak
kullanimina  iliskin  literatire  katki  saglayabilecegi
distntlmektedir. Bu calismanin temel hipotezi, ICSI
sikluslarindan elde edilen graniloza hicrelerinin sitoplazma
ve cekirdek alanlarinin serum FSH, LH, TSH, T3, T4, B-hCG ve
Ca** duzeyleri ile anlaml iliski gosterecegi ve bu
morfometrik ozelliklerin folikller mikrogevrenin
degerlendiriimesinde  potansiyel  belirtecler  olarak
kullanilabilecegi yonindedir.

YONTEMLER

Gruplarin Olusturulmasi ve Calisma Materyalinin Elde

Edilmesi

Calisma icin Atatirk Universitesi Etik Kurulu'nun
23.02.2017 tarih ve 1/37 sayili karari ile etik kurul onayi
alindi. Calismaya, Atatiirk Universitesi Arastirma Hastanesi
Tip Bebek Unitesi'ne infertilite nedeniyle basvuran ve ICSI
tedavisi uygulanan 19-42 vyas araligindaki kadin hastalar
dahil edildi. Bilinen tiroid hastaligl, diabetes mellitus,
polikistik over sendromu (PCOS) veya endometriozis tanisi
bulunan hastalar calisma disi birakildi. Hastalar yaslarina
gore <35 ve 235 yas olmak Ulzere iki gruba ayrildi. Tim
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katilimcilardan yazili aydinlatiimis onam alindi.

Kontrolli ovaryan stimulasyon sonrasinda
gerceklestirilen oosit pick-up (OPU) islemi ile elde edilen
folikll sivisi ve cumulus-oosit kompleksleri (COC) calisma
materyalini olusturdu.?® Folikil sivisi 14 mL'lik steril tiplere
alinarak arastirma protokoll kapsaminda degerlendirildi
(Sekil 1). Lamin air flow kabini icerisinde stereo mikroskop
altinda corona-cumulus kompleksleri ayrildi ve deniidasyon
islemi sonrasinda elde edilen granlloza hicreleri
morfometrik analizlerde kullaniimak Gzere hazirlandi (Sekil
2)_10

Sekil 2. Folikdl sivisinin stereo mikroskop altinda
incelenmesi

Graniiloza Hiicrelerinin Hazirlanmasi, Boyanmasi ve

Morfometrik Analizi

Cumulus-oosit  komplekslerine  rutin  laboratuvar
protokoliine uygun olarak deniidasyon islemi uygulandi.*
izole edilen graniiloza hiicreleri lam Uzerine yayilarak fikse
edildi ve Papanicolaou yéntemi ile boyandi (Sekil 3).12 Her
hasta icin analiz edilecek graniloza hiicreleri, morfolojik
batdnlGgunu koruyan, sitoplazmik ve nikleer sinirlari
belirgin olarak secilebilen, Gst Uste binmeyen ve 06lcim
yapllmasina uygun hicreler arasindan belirlendi. Her
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hastaya ait preparattan bu kriterleri karsilayan 30 grantiloza
hicresi degerlendirmeye alindi. Morfometrik dlgciimler Leica
DM4000B stk mikroskobu ve Stereo Investigator 8 yazilimi
kullanilarak ayni arastirmaci tarafindan gergeklestirildi.
Hicrelerin sitoplazma ve cekirdek alanlari manuel kontur
izleme (manual contour tracing) ve nokta sayim (point-
counting) yontemleriyle élculdi.*?

Biyokimyasal Analiz

ICSI tedavisi 6ncesinde alinan venoz kan drneklerine ait
serum FSH, LH, TSH, T3, T4 ve Ca?* duzeyleri hastane
biyokimya laboratuvari kayitlarindan elde edildi. Embriyo
transferinden 12—13 giin sonra 6lgllen serum B-hCG dizeyi
biyokimyasal gebelik gostergesi olarak degerlendirildi.

istatistiksel Analiz

istatistiksel analizler Microsoft Excel ve SPSS 21.0 (IBM
SPSS Corp., Armonk, NY, ABD) yazilimlari kullanilarak yapild.
Verilerin normal dagilim gdstermemesi nedeniyle gruplar
arasi  karsilastirmalarda  Mann—-Whitney U  testi,
biyokimyasal gebelik oranlarinin karsilastiriimasinda Ki-kare
testi ve degiskenler arasindaki iliskilerin
degerlendiriimesinde Spearman sirali korelasyon analizi
uygulandi. istatistiksel anlamlilik diizeyi P<,05 olarak kabul
edildi.

Sekil 3. Yayma preparatta gorilen graniloza
hicreleri. Boya: Papanicolaou boyasi

BULGULAR
Morfometrik Olgiimler ve

Karsilagtirmalar

Granuloza htcrelerinin sitoplazma ve cekirdek alanlarina
ait morfometrik olcim sonuclari Tablo 1'de gosterilmistir.
<35 vyas grubunda granlloza hicrelerinin ortalama
sitoplazma ve cekirdek alanlari sirasiyla 164,34+56,23 um?
ve 59,36+14,21 um?, =35 yas grubunda ise 181,22+92,86

Biyokimyasal
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um?ve 64,46+28,58 um? olarak dl¢ildi. Her iki morfometrik
parametre 235 yas grubunda daha yiksek olmasina ragmen
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh bulunmadi
(Tablo 1; Mann—Whitney U, P>,05).

incelenen biyokimyasal parametrelerin hicbirinde <35 ve
>35 yas gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmadi (Mann-Whitney U, P>,05). Biyokimyasal gebelik
degerlendirmesinde B-hCG pozitifligi <35 yas grubunda
13/25, 235 yas grubunda ise 7/25 hastada belirlendi. Buna
karsin biyokimyasal gebelik oranlari agisindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamh fark bulunmadi (Ki-kare,
P>,05).

Tablo 1. Graniloza Hucresi Sitoplazma ve Cekirdek Alan
Olciimlerinin Yas ile iliskisi (Ortalama#SS)

Sitoplazma Alani Cekirdek Alani

Gruplar (um?) (um?)
| vas<3s || 164,34#5623  |[59,36+1421 |
| vag>35 | 181,22492,86 l64,46+28,58 |

Tablo 2. Spearman korelasyon analizinde istatistiksel olarak
anlamh bulunan degiskenler

‘ Degiskenler H r H P |
‘ Sitoplazma alani—-T4 H -0,33 H ,02 |
| Cekirdekalani-T4 | 030 | 03 |
| Yag-TSH [ 030 | 03 |
| TSH-Ca** | os8 | <001 |
| Ta-ca® | os8 | o4 |
| FSH-LH | o035 | 01 |
| FSH-Ca?* | 049 || 02 |

Korelasyon Analizleri

Spearman sirali  korelasyon analizinde graniloza
hicrelerinin sitoplazma alani ile serum T4 dlzeyi arasinda
negatif yonde zayif dizeyde anlamli bir korelasyon saptandi
(r=-0,33; P=,02). Benzer sekilde, cekirdek alani ile serum T4
dlzeyi arasinda da negatif yonde zayif dizeyde anlaml bir
korelasyon bulundu (r=-0,30; P=,03). Yas ile serum TSH
dizeyi arasinda negatif yonde zayif dizeyde anlamli bir
korelasyon belirlenirken (r=-0,30; P=,03), yas ile T3 ve T4
dizeyleri arasinda anlamli bir iliski saptanmadi (sirasiyla
r=0,04; P>,05 ve r=0,01; P>,05).

Serum TSH duzeyi ile Ca?* dizeyi arasinda pozitif ydonde
orta diizeyde anlamli bir korelasyon (r=0,58; P<,001), serum
T4 dlzeyiile Ca?* duzeyi arasinda pozitif ydnde orta diizeyde
anlamh bir korelasyon (r=0,58; P=,04), serum FSH ile LH
dlzeyleri arasinda pozitif yonde zayif dizeyde anlaml bir
korelasyon (r=0,35; P=,01) ve serum FSH ile Ca?* duzeyi

arasinda negatif yonde orta diizeyde anlamli bir korelasyon
saptandi (r=-0,49; P=,02). Anlaml korelasyonlara iliskin
Spearman analiz sonuclari Tablo 2'de gosterildi.

TARTISMA

infertilite, diinya genelinde treme c¢agindaki ciftlerin
yaklasik %10-15'ini etkileyen multifaktoriyel bir saghk
sorunu olup, kadin vyasi yardimci dreme tekniklerinin
basarisini belirleyen en 6nemli prognostik faktorlerden
biridir.'*® Kadin fertilitesi 30 yasindan sonra kademeli
olarak azalmakta, 35 yas sonrasinda ise bu azalma daha
belirgin hale gelmektedir. Bu sirecte oosit kalitesindeki
bozulma, kromozomal anomalilerde artis ve ovaryan
rezervde azalma fertilite kaybinin temel nedenleri arasinda
yer almaktadir.”?°  Ayrica graniloza hicrelerinde
yaslanmaya bagli olarak gelisen apoptoz ve otofaji
mekanizmalarinin ~ folikiler rezerv  kaybina katkida
bulundugu bildiriimektedir.?*

Calismamizda, 35 yas alti ve >35 yas gruplari arasinda
granlloza hucrelerinin sitoplazma ve cekirdek alanlari ile
biyokimyasal gebelik oranlari agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik saptanmamistir. Bununla birlikte >35 yas
grubunda morfometrik olcimlerin sayisal olarak daha
yiksek olmasi dikkat cekicidir. Bunun, 06rneklem
blayUkligindn sinirl olmasindan kaynaklanmis olabilecegini
disinmekteyiz. Benzer sekilde biyokimyasal gebelik
oranlari arasinda istatistiksel olarak anlaml  fark
saptanmamis olmasi, ileri yasin biyokimyasal gebelik
sonuglart  Uzerindeki etkisinin  calisma grubumuzda
gosterilemedigini distndirmektedir. Bununla birlikte, bu
iliskinin daha genis hasta serilerinde arastirilmasinin yararl
olacagi kanaatindeyiz.

Graniloza hicreleri, oosit ile cevresindeki somatik
hicreler arasinda metabolik ve parakrin iletisimi saglayarak
foliklilogenez, oosit maturasyonu ve steroidogenezin
dizenlenmesinde temel rol Ustlenmektedir.?*?® GDF-9,
BMP-15 ve Kit Ligand gibi oosit kaynakli faktérler graniloza
hicre proliferasyonu ve farklilasmasini diizenlerken, FSH ve
LH folikiler gelisimin  hormonal kontrolinde goérev
almaktadir.2”?® Calismamizda serum FSH ve LH dizeyleri
arasinda pozitif yonde anlaml korelasyon saptanmasi,
gonadotropin ekseninin fizyolojik dizenlenmesi ile uyumlu
bir bulgu olarak degerlendirilmektedir.??-3!

Tiroid hormonlarinin ovaryan fonksiyonlar Uzerindeki
etkisi son yillarda giderek daha fazla ilgi gbren arastirma
alanlarindan biridir.3? Calismamizda graniiloza hicrelerinin
sitoplazma ve cekirdek alanlari ile serum T4 dlzeyleri
arasinda negatif yonde anlamli korelasyon saptanmistir.
Tiroid hormonlarinin over fizyolojisinde folikil gelisimi,
granlloza hicre proliferasyonu, steroidogenez ve oosit
maturasyonu lzerinde dizenleyici etkileri  oldugu
bilinmektedir. Bu etkilerin, grantloza hicrelerinde eksprese
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edilen tiroid hormon reseptorleri araciligiyla gerceklestigi ve
hicresel  metabolizma ile  farklilasma  slreglerini
etkileyebildigi  bildiriimektedir.3>  Tiroid hormonlarinin
hicresel metabolizma ve enerji gereksinimini dlizenlemesi,
granlloza hucrelerinin  proliferasyon ve farkllasma
sureclerini de dolayli olarak etkileyebilmektedir. Bu nedenle
calismamizda serum T4 dlzeyi ile grantloza hicre alanlari
arasinda  belirlenen  negatif  korelasyonun, tiroid
hormonlarinin  grandloza hicre fizyolojisi  Gzerindeki
dUzenleyici  etkilerinin  morfometrik  bir  yansimasi
olabilecegini distinmekteyiz. Bununla birlikte, galismamizin
gozlemsel vyapisi nedeniyle bu iliskinin nedensel bir
mekanizmayi yansittig sdylenemez ve altta yatan molekiler
sireglerin deneysel calismalarla desteklenmesi gerektigi
kanaatindeyiz.

Kalsiyum, hiicre ici sinyal iletimi, steroidogenez, apoptoz
ve oksidatif stres yanitlarinin diizenlenmesinde gérev alan
temel ikinci haberci molekillerden biridir.?*3® FSH'nin
granilloza hucreleri Uzerindeki etkilerinin yalnizca cAMP
aracili sinyal yolaklariyla sinirli olmadigi, ayni zamanda hiicre
ici Ca?* sinyalizasyonunu modile ederek steroidogenez ve
folikdl gelisiminin dizenlenmesine katkida bulundugu
gosterilmistir.®” Calismamizda serum FSH dizeyi ile Ca?*
dizeyi arasinda negatif, serum T4 dizeyi ile Ca?* duzeyi
arasinda ise pozitif yonde anlamli korelasyon saptanmistir.
Ayrica serum TSH dizeyi ile Ca?* duzeyi arasinda pozitif
yonde orta dlzeyde anlamli bir korelasyon belirlenmistir. Bu
bulgular, graniloza hicre fonksiyonlarinin
dizenlenmesinde gonadotropinler, tiroid hormonlari ve
kalsiyum homeostazi arasinda fizyolojik bir etkilesim
bulunabilecegini  distndirmektedir.  Ote  yandan,
calismamizda saptanan iliskiler korelasyon dizeyinde olup,
s6z konusu etkilesimlerin granlloza hiicre morfolojisi ve
fonksiyonlari  Gzerindeki biyolojik  6neminin  ortaya
konulabilmesi icin molekiler ve fonksiyonel calismalarla
desteklenmesi gerektigi kanaatindeyiz.

Sonug olarak, graniiloza hiicre morfometrisi ile serum T4
ve Ca?* dizeyleri arasinda saptanan iliskiler, bu
parametrelerin ICSI sikluslarinda folikiler mikrogevrenin
degerlendiriimesinde potansiyel biyobelirtecler olarak
kullanilabilecegini dusindirmektedir. Bildigimiz kadariyla,
insan graniloza hiicre morfometrisinin serum biyokimyasal
parametreleri ile birlikte degerlendirildigi calisma sayisi
oldukca sinirlidir. Bu nedenle elde edilen bulgularin daha
genis hasta serilerinde dogrulanmasi ve molekuiler diizeyde
desteklenmesi, graniiloza hiicre morfometrisinin klinik
kullanim potansiyelinin degerlendirilmesine katki
saglayacaktir.

SONUC
Bu calismada, ICSI sikluslarinda elde edilen insan
granltloza hicrelerinin morfometrik ozellikleri ile serum
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biyokimyasal parametreleri arasindaki iliski
degerlendirilmistir.  Yas gruplari arasinda graniloza
hicrelerinin sitoplazma ve c¢ekirdek alanlari ile serum
biyokimyasal parametreleri acisindan istatistiksel olarak
anlaml fark saptanmamistir. Bununla birlikte graniloza
hicrelerinin sitoplazma ve ¢ekirdek alanlari ile serum T4
dizeyleri arasinda negatif, serum T4 ile Ca?* duzeyleri
arasinda pozitif ve serum FSH ile Ca?* dlzeyleri arasinda
negatif yonde anlamli korelasyonlar belirlenmistir.

Elde edilen bulgular, grantloza hiicre morfometrisinin
folikliler mikrogevrenin degerlendirilmesinde potansiyel bir
biyobelirteg olarak degerlendirilebilecegini
distndirmektedir. Bununla birlikte, ¢alismanin gézlemsel
tasarimi ve sinirli érneklem blyUklGgu dikkate alindiginda,
bu bulgularin daha genis hasta serilerinde ve molekuler
dizeyde desteklenen calismalarla dogrulanmasi
gerekmektedir.
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