Oosit potansiyelini gostermede folikuler sivida biyomarker olarak decorin in klinik kullanimi

Abstrakt bu ¢alisma decorin in matur folikuler sivida konsantrasyonunun ve granulosa hiicrelerinde
varhgini arastirmaktadir. Ayni zamanda bu ¢alisma DCN nin yardimci Greme tekniklerinin sonuglari
Gzerine yararl bir biyomarker olup olmadigini da arastirmaktadir. Nedeni bilinmeyen infertilite
sebebi ile yardimci Greme teknigi uygulanmis 88 hastanin 130 oositini iceren bir retrospektif kohort
calisma yapilmis. Folikuler sividaki DCN konsantrasyonu (f-DCN) 39.26 ng/ml dur ve bu deger
serumdan yiksektir. ICSI tekniginde intrasiyoplazmik sperm ile fertilize olmus oositlerdeki F-DCN
dlzeyi, fertilize olmamis oosietlere gore duslktir (33.24 ng/ml —40.18 ng/ml ) 34.5 ng/ml cut-off
deger olarak belirlendiginde, F-DCN duizeyi cut- off degerin altinda olan oositlerin fertilizesyon hizi; F-
DCN dizeyi cut-off degerin lizerinde olan oostilerin fertilizasyon hiziyla kiyaslandiginda daha iyi
bulunmustur. DCN granulosa hiicrelerinden salgilanmadig dislinilmektedir ¢ciinkdi immun boyama
ve western blot teknigi ile granulosa hiicrelerinde analiz edilmemistir. F-DCN muhtemelen folikulden
toplanan oositin kalitesini gosteren bir biyomarkerdir.

Girig

Preovulatuvar folikul sivisinda sitokinler ve hormonlar gibi ¢ok cesitli biyoaktif maddeler
bulunmaktadir. Bu maddeler folikulun gelisimi ve maturitesi ile iliskilidir. Ureme ve fertilite
tedavilerinde oosit gelisimi ve maturitesi 6nemli basamaklardir. Tedavi sonuglarinin ilgili biyoaktif
maddelerin analizleri ile iyilestirilebilecegi dislinliimektedir. Bu biyoaktif maddelere 6rnek olarak
granulosit stimule faktor (G-CSF)ve makrofaj inflamatuvar protein MIP- 3a verilebilir. Folikuler
sividaki G-CSF konsantrasyonun fertilize oosit sayisi ilr kérele oldugu bildirilmistir. Boylece bu iliskili
oldugu oositin kalitesini gosteren yararli bir biyomarker olabilir. Bir diger yandan matur oositte
immatur oosite kiyasla MIP- 30 konsantrasyonu daha fazla oldugundan, folikuler sividaki MIP- 3a
konsantrasyonun oosit maturitesi ile iligkili oldugu bildirilmistir.

DCN l8sin zengin proteoglikan ailesine ait olan ve kemik,tendon,deri,aorta ve kornea gibi
bazi organlarda bulunan diger bir biyoaktif maddedir.DCN nin ektraselller matriksi konrakte
ederek ve kolagen tip 1 ile tip 2 fiberleri kombine ederek kolagen doku olusumunda etkili
oldugu bildirilmistir. Ek olarak EGFR veya IGF-1R ile kombine olarak hicre proliferasyonunu
duzenler. Endotel ve renal hicreler gibi normal hiicrelerde DCN EGFR ye baglanarak EGFR
yi inaktive eder ve bdylece hticre proliferasyonunu inhibe eder. Ancak IGF-1R e baglanarak
protein sentezini aktive eder ve PI3-K/protein kinaz B yolu Uzerinden apoptozisi kontrol eder.
DCN ayrica onkojenik tirozin kinaz reseptorunu antagonize ederek tumor buyimesini
durdurur ve angiogenezi dizginler. Ek olarak DCN fetls ve anne arasindaki alanda trofoblast
gocu, invazyonu ve uterin angiogenez Uzerinde rol oynar. Bdylece DCN nin koti arterial
yapilanmaya neden olarak preeklampsi gelisiminde rolu olabilir. Ayrica fare beyni endotel
hicrelerinde ektopik olarak DCN nin fazla ekspresyonu vaskuler endotel growth faktor A yi
upregule ederek angiogenezi indtkledigi gosterilmigtir.



Daha 6nceki ¢calismalarda DCN nin overde bag dokusunda, folikuler teka kompartmaninda,
ovulatuvar folikullerin folikul sivisinda ve korpus luteum da bulundugu gdsterilmistir. Buna ek
olarak preantral ve antral folikullerin granulosa hicrelerinde DCN bulnmamaktadir. Buna
ragmen DCN nin tam olarak nerden salgilandigi net degildir.

Bgtgn bu fonksiyonlarinin yaninda DCN nin blytme faktorlerini duzenleyerek folikul
blylmesi, ovulasyon, ve korpus luteumun persistansi gibi 6nemli asamalarda rol aldigi
gOsterilmistir fakat detayli fonksiyonu bilinmemektedir. DCN ile infertilite tedavileri sonuclari
arasindaki ilisli henlz arastiriimamistir.

Bu calismada folikuler sividaki DCN konsantrasyonu (F-DCN) ve serumdaki konsantrasyonu
(S-DCN) ,DCN nin granulosa hticrelerindeki lokalizasyonu ve bunlarin yardimci Greme
teknikleri sonuclari arasindaki iliskiye bakilacaktir. Boylece DCN nin ART igin kullanigh bir
biyomarker olup olmadigi arastirilacaktir.

Material ve metod
1.hastalar

Nisan 2010 ve mart 2016 yillar1 arasinda Nagoya City University Hospital da nedeni
bilinmeyen infertilite sebebi ile yardimci Greme teknigi uygulanmis 88 hastayi iceren bir retrospektif
kohort galismasidir.

Hastalardan folikuler sivi ,serum ve granulosa hticreleri toplandi. F-DCN, S-DCN ve folikuler sivida IGF-
konsantrasyonu arastirildi. F-DCN, hasta yasi ,OPU yapilan folikulun etrafindaki klan akiminin
pulsatilite indeksi ,S-DCN, folikuler sividaki IGF-1 konsantrasyonu,fertilizasyon ve embriyo kalitesi
arasindaki iliskiye bakildi. Granulosa hiicrelerinde DCN nin yerlesimi ve varligi aydinlatilmaya galisildi.

Bu calisma Nagoya City Hospital arastirma etik komitesinden izin alinarak yapildi. Her hastadan yazili
onam alindi.

2.over stimulasyonu

GnRH agonisti ile uzun protokol, GnRH agonisti ile kisa protokol, GnRH antagonist protokol ve
klomifen sitrat protokol kullanilarak kontroliil ovarian stimulasyon uygulandi. Protokol segimi
hastanin yasi ve AMH a bakilarak tahmini over rezervine gore yapildi. Bitiin protokollerin detayi
burada anlatildi.

2.1 GnRH agonisti ile uzun protokol

Bir dnceki siklusun mid luteal fazindan baslanilarak buseralin asetat iceren nazal sprey kullanilarak
hipofiz bezinin down regiilasyonu saglanir. Menstruel siklusun erken fazinda serum estradiol seviyesi
30pg/ml in altina distiglinde im gonadotropin enjeksiyonu yapilir.



2.2 GnRH agonisti ile kisa protokol

Menstruel siklusun erken fazinda buseralin asetat iceren nazal sprey uygulanir ve iki glin sonrasinda
im gonadotropin enjeksiyonua baslanir.

2.3 GnRH antagonist protokol

Menstruel siklusun 3. Ve 5 glinleri arasi im gonadotropin enjeksiyonu baslar ve dominant folikul tv
usg 6l¢limi ile 16-18 mm boyutuna ulasana kadar 0.25 mg subkutan cetrotide enjeksiyonu uygulanir.

2.4 CC protokol

Menstruel siklusun 5. Giinlinde 100-150 mg/gtin CC oral olarak baslanir. Dominant folikul 10-12 mm
e ulastiginda im gonadotropin enjeksiyonu baslanir.

3. OPU, fertilizasyon ve embriyo degerlendirilmesi

Batln protokollerde dominant folikul tv usg ile 6lglimde 20 mm e ulastiginda im 10.000 IU HCG
enkejsiyonu ile ovulasyon indiklenir.36 saat sonra tv usg ile folikullerin etrafindaki kan akiminin
pulsatilite indeksi hesaplandiktan sonra tv usg esliginde OPU uygulanir. ilk folikulden toplanilan
oositler ulasabilirlige gore segilir. IVF uygulanir ancak daha énceki IVF denemsi basarisiz ise ICSI
uygulanir.Veeck kalsifikasyonuna gére embriyolar 2 giin sonra degerlendirilir. Grade 1 ve 2
embriyolar kaliteli ancak digerleri kotli embriyolar olarak degerlendirilir.

4.6rnekler (serum. Folikuler sivi, GC)

OPU yapilacagi glin serum ve foikuler sivi 6rnekleri toplanir. Kan 6rnegi hemen OPU 6ncesinde alinir
ve 5 dk santrifiij edildikten sonra ayrilir ve serum kismi toplanir.OPU sirasinda kan ile
kontaminasyonu 6nlemek icin her overden ilk yirtilan folikulden folikuler sivi aspire edilir ve toplanir.
Bu 6rneklerde 5 dk sire ile santrifij edildikten sonra folikuler sivi (siipernatant) ve hiicresel
komponent(presipitat) olarak ayrilir. Serum ve folikuler sivi -20 derecede analiz edilene dek saklanir.

Bazi folikuler sivi 6rnekleri +4 derecede 30 dakika bekletildiginde Ficoll-Pague denilen bir tabaka ile
kaplanir. Bu tabaka immunohistokimya SDC-PAGE ve western blot analizlerinde kullaniimak Gzere GC
olarak saklanir.

5.enzim baglh immunosorbent assay

Enzim immunoassay kitleri serum ve folikuler sividaki DCN konsantrasyonunu ve folikuler sividaki IGF-
1 konsantrasyonunu 6lgmek icin kullanilir. Batlin dlgcimler iki kez tekrarlanir. Cok az veya ¢ok fazla
konsantrasyonlar saptanirsa optimum dilusyon icin 6lctimler tekrarlanir.



6.immuun boyama
6.1 immunositokimya

immunositokimya GC lerde DCN lokalizasyonu tayini icin ti¢ GC 6rnegi tizerinde calisilir. GC 6rnekleri
mildholm ile fiksasyon uygulandiktan sonra MAS kapli cam lamel Gizerine sir(lir. PBS ile 5 dk
boyunca 3 kez yikandiktan sonra %0.1 triton X ile tatbik edilir. Metanol icerisinde %0.3 H202 ile
inkube edildiginde endojen peroksidaz aktivitesi bloke olur. Ardindan GC érnekleri 1 saat siire ile oda
sicakliginda histofine SAB-PO ile bloklanir.sonrasinda GC érnekleri bir gece 6nceden 4 derecede PBS
ile dilue edimis primer antikorlar ile inkube edilir. Anti decorin antikoru kulanilir. GC 6rnekleri 30
dakika sire ile oda sicakliginda histofine SAB-PO ile inkube edilir. DAB kullanilarak renk olusumu
saglanir. Gc 6rnekleri su ile yikanir ve nukleuslar 10 dakika siire ile %1 metilgreen ile boyanir.kalic
spesimenler ethanol ve xylene ile dehidratasyon uygulanarak elde edilir. Ve entellan ile
muhdrlenir.DCN lokalizasyonu tayini icin GC lere hematoksilen ve eosin boyama uygulanir.

6.2 immunohistokimya

immunohistokimya normal insan over doku 6érneklerine uygulanir. Ethanol ve xylene ile bir seri
deparafinizasyon ve rehidrasyon isleminden sonra 6rneklerin 30 dakika siire boyunca %3 H202
icerisinde inkube edilmes ile endojen peroksidaz aktivitesi bloke olur.

7.SDS-PAGE ve western blot analizi

Western blot analizi GC igerisinde DCN nin varligini degerldirmek icin antidecorin antikoru
kullanilarak, iki klinik GC 6rnegi ve rekombinan DCN (rec DCN) icin uygulandi.

Ornekler Laemmli tamponu kullanilarak dilue edildi ve Laemmli metoduna gére SDS-PAGE uygulandi.
SDS-PAGE kasetleri, glic kaynagi ve elektroforez tamponu kullanilarak elektroforez uygulandi. Trans
blot turbo protein trasinferi igin kullanildi. Zarlar tris tamponize mayide bloke edildi.anti decorin
antikoru kullanildi. Primer antikorlar primer antikor dilusyon tamponunda dilue edildi.

8.istatistiksel analiz

her bir folikuler sivi ve serum 6rnekleri tek basina analiz edildi. Tim istatistikler R version 3.3.2.
kullanilarak analiz edildi. Gruplar arasi karsilastirma Mann-Whitney U testi veya Fisher’s olasilik testi
kullanilarak yapildi. Olgiilen parametrelerim korelasyonu Spearman R test kullanilarak degerlendirildi.
P<0.005 istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.

Sonuglar

Bu calisma nedeni bilinmeyen infertilite sebebi ile yardimci tireme teknigi uygulanmis 27-50 yas
arasi 88 hastadan toplanmis 130 oosit ve bunlarin folikuler sivi ve kan 6rneklerini icermektedir. OPU



uygulandigi siradaki ortalama yas 40 (38-43) ve uygulanan total ortalama gonadotropin dozu 1800 IU
dir.(1275-3056) 130 oosit icin fertilizasyon hizi %82 ve kaliteli embriyo orani %44 diir. 130 6rnekten
toplanan F-DCN ve S-DCN ortalamalari 39.26 ng/ml ve 4.88 ng/ml dir.F-DCN ,S-DCN ye kiyasla bir
hayli yiksek bulunmustur. Over stimulasyon protokolleri arasinda her F-DCN ve S-DCN arasinda fark
gorilmemistir. F-DCN ile hasta yasl,gonadotropin total dozu, folikuler sividaki IGF-1 konsantrasyonu
ve folikul etrafindaki kan akiminin Pl 1 arasinda korekasyon saptanmamistir. Ancak F-DCN S-DCN ile
negatif zayif bir korelasyon gostermistir.

130 oositten 70 tanesinde ICSI uygulanmistir. IVF grubunun fertilizasyon hizi ICSI grubuna gore bariz
olarak ylksektir ,ancak hasta yasl, folikul etrafindaki kan akiminin P11 ,F-DCN ,S-DCN ,IGF-1
konsantrasyonlari ve kaliteli embriyo orani iki grup arasinda énemli bir fark gostermemistir.

Tim 6rnekler icinde , F-DCN ve S-DCN nin déllenmis ve déllenmemis tiim oositlerinde dikkate deger
bir fark yoktu. Ancak F-DCN nin d6llenmis oositlerin yalnizca ICSI uygulananlar icin déllenmemis
oositlerden 6nemli bir derece dusiktir. (P =0.043)

Egrinin altinda kalan ylikselmis ROC( Receiver-operating characteristic) alani ile ICSI grubunun F-DCN
si basarili bir déllenmeyi tahmin edebilecek yetenege sahipti.

ROC egrisine gore cut-off level 34.5 ng/ml olarak belirlendiginde , F-DCN nin cut-off levelinin disik
oldugu folikilllerden alinan oositlerin déllenme orani, F-DCN yliksek cut-off levelindeki oositlerden
daha iyi egilimdeydi.

F-DCN nin duyarllik, spesifiklik, pozitif ve negatif belirleyicilik degerleri sirasiyla 0.72, 0,58 ,0,86 ve
0,37.

Embriyo kalitesi ile iliskili olarak , iyi ve verimsiz embriyolarin F-DCN leri veya S-DCN leri arasinda
belirgin bir fark yoktu. Fakat iyi embriyolarin S-DCN si sadece ICSI tarafindan dollenen verimsiz
embriyolarin S-DCN sine gére 6nemli bir dlgide yiksekti.

Immunositokimya ti¢ GC 6rnegine uygulandi. Tim 6rneklerde DCN ye karsi antikorlar ile boyama
gozlenmedi.

DCN nin GCs de lokalizasyonu bulunmadi. Ek olarak saglkli insan yumurtalik doku kesitlerine de
Immunositokimya uygulandi.

DCN vye karsi antikolarla boyanmada stromal hiicreler ve fibroblastlarin dejenerasyon formu
incelendi. Bu kesitte folikiller bulunamadi.

Anti-decorin antikoru kullanilan iki GC 6rneginin Western biot analizi band géstermedi . Fakat
recDCN molekdiler agirligi 43 kDa olan bir band gosterdi.

Bununla birlikte , anti-alfa-tubilin ve antikoru ve anti-beta-tubilin antikoru kullanimi molekiler
agirhiklilari sirasiyla 52 kDa ve 45 kDa olan single band gosterdi.



Tartisma

Mevcut ¢alisma DCN nin olgun folikil icinde var oldugu ve dlgllebildigini gostermektedir. Ayrica F-
DCN S-DCN den daha yuksekti. ICSItarafindan déllenen Oositlerin F-DCN si 6nemli bir 6l¢lide
déllenmeyen oositlere gore daha diistiktti. Olgun folikillerin folikuler sivisinda DCN nin kékeni ile
iliskin , DCN nin GC tarafindan daha az ihtimalle Uretildigi dustn{ldu ¢linkii DCN hem
Immunositokimya hem de Western biotting ile tespit edilemedi.

Olgun folikulerin icindeki DCN ve onun folikuler sivi icindeki konsantrasyonu 39.26 ng/ml. IVF
hastalarindan toplanan dikkate deger sekilde bu c¢alismada gosterilen konsantrasyona gore daha az
olan DCN nin konsantrasoyunu 12.29 ng/ml

Bu iki ¢alisma arasindaki tutarsizlik folikul sivisi toplama metodlarindan ve F-DCN 6l¢lsi olarak
kullanilan enzim-linked immunsorbent assay kit den kaynakli olusabilmektedir

Bu ¢calismada F CDN S-DCN den yaklasik 8 kat daha yuksektir. Sonuglar DCN nin gerekli oldugunu ve
olgun folikllerde rol oynadigini 6nermektedir

Oositlerin ICSI tarafindan dollenen F-DCN si dollenmeyen oositlere gore dikkat deger bir sekilde
distktir, buna ragmen aralarindaki iliski F-DCN ve hasta yasi, gonadotropinin toplam dozu , FF deki
IGF-1 konsantrasyonu ve kan akisindaki Pl gosterilmemistir.

ROC egrisine gore cut-off level 34.5 ng/ml olarak belirlendiginde , F-DCN nin cut-off levelinin dustik
oldugu foliklllerden alinan oositlerin déllenme orani F-DCN yiiksek cut-off levelindeki oositlerden
daha iyi egilimdeydi.

Ek olarak pozitif belirleyicilik degeri ICSI grubunun délleme oranina gére daha yiksekti. Bu nedenle,
F-DCN, ICSI tarafindan yapilan basarili dollemeyi belirleyici imkani vardir.

ICSI konusunda ,délleme sonucunun, oositlerin yetistirme kalitesine, spermlerin délleme
yeteneginden daha fazla bagimli oldugu varsayildigi icin DCN nin oositlerin gelisimini ve olgunlugunu
etkiledigi ileri strGImistir.

Adam et al DCN nin GC fosforile oldugunu bildirmistir. Bu raporda DCN nin folikuler sividaki etkisinin
EGF ile iliskili oldugu diistinilmektedir. Bu sebeple biz de folikuler sivida EGF yi 6l¢tiik fakat EGF
konsantrasyonu bu calismada kullanilan ELISA kitin alt limitinin altinda oldugu icin arasinda iliski
arastirilmadi.

Buna ragmen IGF-1 ve F-DCN olcilebildi. Bu nedenle , olgun folikillerin DCN leri, IGF-1 (izerinden
blylime faktorlerini diizenleme ihtimali distktur

Olgun folikullerin GCs inde DCN bulunamadi . Yanisira 6nceki ¢calismalarin sonuglarini diistinerek DCN
nin preantral ve Antral follkdller icinde olmadigini gésteriyor .



DCN muhtemelen GCs tarafindan Uretiliyor .

F-DCN nin kokeni gibi bazi hipotezleri tartismistik . ilk olarak DCN stromal hiicreler tarafindan
Uretilebilir folikullere salgilar.

Bu calismada stromal over hiicresindeki DCN ifadesi Adam tarafindan saptanmistir

Ancak DCN nin varlgini blyik molekillerde inceleyemedik . Biylk molekuliin folikilin bazal
laminasini hizlica gecmedigini gosterdi. Bu yuzden folikul biylimesi sirasinda DCN nin kandan
folikuler sviya aktigi dusunulmektedir. cunku F-DCN bu calismada S-DCN den daha yiksekti, clnki
DCN nin kandan folikuler siviya aktif olarak alinmasi mamkn.

Yani, DCNnin muhtemelen immatur folikullerinde pozitif fonksiyonlari vardir ve oositlerin
olgunlugunu ve gelisimini etkileyebiliir. DCN nin hiicre proliferasyonu ve angiogenez induksiyonu ile
iliskli oldugu belirtilmistir.

Benzer sekilde mature folikullerin de DCN, ooksit olgunlugunu ve folikul buyumesini destekler

Var olan calismada , S-DCN diger faktorlere gore olculdu ve analiz edildi. Ancak S-DCN nin GC's
tarafindan salgilanan diger biyoaktif maddelerden farkli olarak DCN salgilandigindan ve cesitli
organlarda ve kan akislarinda bulundugu igin dogrudan GC s ve oosit diisiinilmemektedir.

Bu yuzden iyi embriyolarin S-DCN si verimsiz olanlara gére 6nemli olcude yuksektir ya da S-DCN ve f-
DCN arasinda negatif korelasyon olup olmadigi kesin olarak bilinmemektedir.

Bu calisma igin bazi kisitlamalar oldugunu biliyoruz. ilk olarak , folikuler sivi ve serum ornekleri analize
kadar donduruldu. Yani donma ve cozulme asamalari ELISA sonuclarini da etkilemesi muhtemeldir.

ikincil olarak bu calismadaki ornek sayisi kiyasla az ,bu yuzden hamilelilk veya dogum oraniile DCN
arasindaki baglantiyi analiz etmek zor.

Bu sebeple bizim calismamiz aciklanamayan infertilite sebebi ile ART ile tedavi gormus hastalarla ve
bu hastalarin ponksiyone folikullerinden toplanan folikuler sivi ornekleri ile kisithydi.

DCN ve tedavi sonuglari arasindaki tliskiyi analiz etmek icin hem de ilerideki arastirmalar icin, analiz
orneklerini arttirmak gerekh olacaktir.

Sonuc olarak bu calismada mature folikulun sivisi icindeki var olan DCN ile ICSI sonrasinda
fertizilasyon ile iligkili oldugu bulunmustur.
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Table 1
Characteristics of the study subjects.

Age 40 (35-43)
Controlled ovarian stimulation protocol, n

Long o4

Short 35

GnRH antagonist 24

cC 17
Total dose of gonadotropin administered [IU] 1800 (1275-3056)
Pulsatility index 0.80 (0.68-0.94)
Fertilization rate [%] 82 (107/130)
Good embryo rate [%] 44 (61/107)

Table 2

F-DCN and S-DCN classified by controlled ovarian stimulation protocols.

Total, n = 130 Controlled ovarian stimulation protocol P
Long, n = 54 Short, n = 34 GnRH antagonist, n = 24 CCn=17
F-DCN [ng/ml] 39.26 35.56 41,34 41,50 35.37 0.129
(28.41-44.44) (24.06-43.81) (31.66-44.55) (33.88-47.61) (27.23-41.72)
S-DCN [ng/ml] 488 492 4.90 4.61 4,87 0.831
(3.95-5.75) (3.97-5.93) (4.22-5.48) (3.68-5.60) (3.93-5.70)

F-DCN and S-DCN are presented as median (interquartile range). The P-values for those parameters were evaluated using the Mann-Whitney U-test.

Table 3
Correlations between F-DCN and each parameter.

Correlation between F-DCN and the following: Spearman R P

Age —0.031 0.731
Total dose of gonadotropin administered 0.108 0.222
S5-DCN —0.189 0.031
Follicular fluid IGF-1 —0.097 0.557
Pl - 0.027 0.781

Correlations between F-DCN and other parameters were evaluated using the Spearman R-
test (n = 130).
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Fig. 1. Correlation between F-DCN and S-DCN.

The vertical axis indicates S-DCN and the horizontal axis indicates F-DCN. Correlation
between 5-DCN and F-DCN was evaluated using the Spearman R-test. A weak negative
correlation was observed between two parameters (R = —0.189; P = 0.031).



Table 4
Comparison of parameters of the IVF group and 1CSI group.

IVF group, ICSI group,n =70 P
n =60
Age 41 (37-43) 40 (35-42) 0.225
Total dose of gonadotropin 1800 1837 (1275-3000) 0.689
administered [IU] (1463-3113)
F-DCN [ng/ml] 41.87 35.59 0.068
{33.1-47.22) (27.2442.91)
S-DCN [ng/ml] 4.67 (3.91-5.46) 5.01 (4.07-6.48) 0.062
Follicular fluid IGF-1 [ng/ml] 92.98 73.29 0.151
(71-101.06) (68.57-83.93)
Pl 0.79 (0.66-0.91) 0.8 (0.68-0.94) 0.906
Fertilization rate [%] 92 (55/60) 74 (52/70) 0.011

Values of age, total dose of gonadotropin administered, F-DCN, S-DCN, IGF-1 con-
centration in FF, and PI of the blood flow around the follicle are presented as median
(interguartile range). The P-values for those parameters were evaluated using the Mann-
Whitney U-test. The fertilization rate is presented as the percentage of the total number
(fertilized oocytes/all oocytes). The Pvalue was calculated using Fisher’s exact prob-

ability test.



Table 5

Comparison of the roles of F-DCN and 5-DCN in fertilization outcomes and embryo quality.

Fertilization, n = 130

Embryo quality, n = 107

F-DCN [ng/ml] Success Failure P Good Poor P
Total 38.30 (27.80-44.36) {107} 41.04 (32.16-44.91) {23} 0.435 40.71 (28.49-44.02) {61} 36.43 (28.33-44.18) {46} 0.811
NF 41.80 (33.72-47.34) {55} 42.76 (31.68-42.79) {5} 0.873 41.93 (35.76-47.65) {31} 38.70 (30.35-45.95) {25} 0.687
1CSI 33.24 (26.67-41.43) {52} 40.18 (33.11-45.64) {18} 0.043 33.61 (27.21-42.56) {30} 33.32 (26.97-41.98) {21} 0.992

S-DCN [ng/ml]

Total 4.87 (3.98-5.83) {107} 4.90 (4.29-5.49) {23} 0.949 5.00 (4.08-6.12) {61} 477 (3.93-5.47) {46} 0.115
NF 4.66 (3.92-5.47) {55} 4.77 (3.89-4.94) {5} 0.659 4.38 (3.85-5.55) {31} 4.65 (4.13-5.26) {25} 0.942
1CSI 5.01 (4.05-6.71) {52} 4.96 (4.71-5.65) {18} 0.804 5.63 (4.65-7.30) {30} 498 (3.87-5.59) {21} 0.036

F-DCN and S-DCN are presented as median (interquartile range) and {number of samples}. The P-values for those parameters were evaluated using the Mann-Whitney U-test

F-DCN (ng/ml)

Fig. 2. F-DCN in the case of successful and failure fertilization using ICSL.
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The medians (IQR) of F-DCN of the oocytes fertilized by ICSI were 33.24 (26.67-41.43)
ng/ml. Onthe other hands, that of the oocytes that were not fertilized were 40.18 (33.11-
45.64) ng/ml. F-DCN of the oocytes fertilized by ICSI was significantly lower than that of

the oocytes that were not fertilized (P = 0.043).
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Fig. 3. Receiver-operating characteristic curve for F-DCN for the prediction of fertiliza-
tion using [CSI.

Receiver-operating characteristic (ROC) curve for decorin concentration in follicle fluid
for the prediction of fertilization using intracytoplasmic sperm injection. ROC area under
the curve was 0.662.
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Fig. 4. Immunocytochemistry of GCs.
Immunocytochemistry was performed for granulosa
cells from patients treated with assisted reproduction
technology. The pictures of two samples of three
were presented. Brown color represents positive
staining  of the  anfi-decorin  antibody.
Immunoreactivity of decorin was not observed in all
samples and no remarkable difference in the nega-
tive control was observed. Original magnifica-
tion: X 400, Scale bars: 50 ym.

Fig. 5. Immunohistochemistry of normal human

Immunohistochemistry was performed for nommal
human ovarian tissue sections. The follicles were not
found in these sections. Brown color represents po-
sitive staining of the anti-decorin antibody. (A)

lin and ecsin staining was performed. (B)
Negative controls were created by omitting the pri-
mary antihedies. (C, D) tivity of decorin
was observed in the stromal cells {a) and the de-
generation form of the fibroblasts (b). Original
magnification: % 400, scale bams: 50 pm (A, B, D).
Original magnification % 100, scale bar: 100 ym (C).
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Fig. 6. Western blot analyss of GCs and recDCN.

Anti-o-tubulin antibody and anti-B-actin antibody are loading controls. The two samples
(51, 52) are granulosa cells from patents treated with assisted reproduction technology.
RecDCN is positve control. No band was observed in GC samples using anti-decorin
antibody.



