
 

 

Oosit potansiyelini göstermede folikuler sıvıda biyomarker olarak decorin in klinik kullanımı 

 

Abstrakt bu çalışma decorin in matur folikuler sıvıda konsantrasyonunun ve granulosa hücrelerinde 
varlığını araştırmaktadır. Aynı zamanda bu çalışma DCN nin yardımcı üreme tekniklerinin sonuçları 
üzerine yararlı bir biyomarker olup olmadığını da araştırmaktadır. Nedeni bilinmeyen infertilite 
sebebi ile yardımcı üreme tekniği uygulanmış 88 hastanın 130 oositini içeren bir retrospektif kohort 
çalışma yapılmış. Folikuler sıvıdaki  DCN konsantrasyonu (f-DCN) 39.26 ng/ml dur ve bu değer 
serumdan yüksektir. ICSI  tekniğinde ıntrasiyoplazmik sperm ile fertilize olmuş oositlerdeki  F-DCN 
düzeyi, fertilize olmamış oosietlere göre düşüktür (33.24 ng/ml – 40.18 ng/ml ) 34.5 ng/ml cut-off 

değer olarak belirlendiğinde, F-DCN düzeyi cut- off değerin altında olan oositlerin fertilizesyon hızı; F-

DCN düzeyi cut-off değerin üzerinde olan oostilerin fertilizasyon hızıyla kıyaslandığında daha iyi 
bulunmuştur. DCN granulosa hücrelerinden salgılanmadığı düşünülmektedir çünkü immun boyama 
ve western blot tekniği ile granulosa hücrelerinde analiz edilmemiştir. F-DCN muhtemelen folikulden 
toplanan oositin kalitesini gösteren bir biyomarkerdır.  

 

Giriş 

Preovulatuvar folikul sıvısında sitokinler ve hormonlar gibi çok çeşitli biyoaktif maddeler 
bulunmaktadır. Bu maddeler folikulun gelişimi ve maturitesi ile ilişkilidir.  Üreme ve fertilite 
tedavilerinde oosit gelişimi ve maturitesi önemli basamaklardır. Tedavi sonuçlarının ilgili biyoaktif 
maddelerin analizleri ile iyileştirilebileceği düşünülmektedir. Bu biyoaktif maddelere örnek olarak 
granulosit stimule faktör (G-CSF)ve makrofaj inflamatuvar protein MIP- 3α verilebilir. Folikuler 

sıvıdaki G-CSF  konsantrasyonun fertilize oosit sayısı ilr körele olduğu bildirilmiştir. Böylece bu ilişkili 
olduğu oositin kalitesini gösteren yararlı bir biyomarker olabilir. Bir diğer yandan matur oositte 
immatur oosite kıyasla MIP- 3α  konsantrasyonu daha fazla olduğundan, folikuler sıvıdaki MIP- 3α 
konsantrasyonun oosit maturitesi ile ilişkili olduğu bildirilmiştir. 

DCN lösin zengin proteoglikan ailesine ait olan ve kemik,tendon,deri,aorta ve kornea gibi 
bazı organlarda bulunan diğer bir biyoaktif maddedir.DCN nin ektraselüler matriksi konrakte 
ederek ve kolagen tip 1 ile tip 2 fiberleri kombine ederek kolagen doku oluşumunda etkili 
olduğu bildirilmiştir. Ek olarak EGFR veya IGF-1R ile kombine olarak hücre proliferasyonunu 
düzenler. Endotel ve renal hücreler gibi normal hücrelerde DCN EGFR ye bağlanarak EGFR 
yi inaktive eder ve böylece hücre proliferasyonunu inhibe eder. Ancak IGF-1R e bağlanarak 
protein sentezini aktive eder ve PI3-K/protein kinaz B yolu üzerinden apoptozisi kontrol eder.  
DCN ayrıca onkojenik tirozin kinaz reseptorunu antagonize ederek tumor büyümesini 
durdurur ve angiogenezi dizginler. Ek olarak DCN fetüs ve anne arasındaki alanda trofoblast 
göçü, invazyonu ve uterin angiogenez üzerinde rol oynar. Böylece DCN nin  kötü arterial 
yapılanmaya neden olarak preeklampsi gelişiminde rolü olabilir. Ayrıca fare beyni endotel 
hücrelerinde ektopik olarak DCN nin fazla ekspresyonu vaskuler endotel growth faktör A yı 
upregule ederek angiogenezi indüklediği gösterilmiştir. 



 

Daha önceki çalışmalarda DCN nin overde bag dokusunda, folikuler teka kompartmanında, 
ovulatuvar folikullerin folikul sıvısında ve korpus luteum da bulunduğu gösterilmiştir. Buna ek 
olarak preantral ve antral folikullerin granulosa hücrelerinde  DCN bulnmamaktadır. Buna 
rağmen DCN nin tam olarak nerden salgılandığı net değildir. 

Bğtğn bu fonksiyonlarının yanında DCN nin büyüme faktörlerini düzenleyerek folikul 
büyümesi, ovulasyon, ve korpus luteumun persistansı gibi önemli aşamalarda rol aldığı 
gösterilmiştir fakat detaylı fonksiyonu bilinmemektedir. DCN ile infertilite tedavileri sonuçları 
arasındaki ilişli henüz araştırılmamıştır.  

Bu çalışmada folikuler sıvıdaki DCN konsantrasyonu (F-DCN) ve serumdaki konsantrasyonu 
(S-DCN) ,DCN nin granulosa hücrelerindeki lokalizasyonu ve bunların yardımcı üreme 
teknikleri sonuçları arasındaki ilişkiye bakılacaktır. Böylece DCN nin ART için kullanışlı bir 
biyomarker olup olmadığı araştırılacaktır. 

 

Material ve metod 

1.hastalar 

Nisan 2010 ve mart 2016 yılları arasında Nagoya City University Hospital da nedeni 

bilinmeyen infertilite sebebi ile yardımcı üreme tekniği uygulanmış 88 hastayı içeren bir retrospektif 
kohort çalışmasıdır. 

Hastalardan folikuler sıvı ,serum ve granulosa hücreleri toplandı. F-DCN, S-DCN ve folikuler sıvıda IGF-

konsantrasyonu araştırıldı. F-DCN, hasta yaşı ,OPU yapılan folikulun etrafındaki klan akımının 
pulsatilite indeksi ,S-DCN, folikuler sıvıdaki IGF-1 konsantrasyonu,fertilizasyon ve embriyo kalitesi 
arasındaki ilişkiye bakıldı. Granulosa hücrelerinde DCN nin yerleşimi ve varlığı aydınlatılmaya çalışıldı. 

Bu çalışma Nagoya City Hospital  araştırma etik komitesinden izin alınarak yapıldı. Her hastadan yazılı 
onam alındı. 

 

2.over stimulasyonu 

GnRH agonisti ile  uzun protokol, GnRH agonisti ile kısa protokol, GnRH antagonist protokol ve 
klomifen sitrat protokol kullanılarak kontrolüü ovarian stimulasyon uygulandı. Protokol seçimi 
hastanın yaşı ve AMH a bakılarak tahmini over rezervine göre yapıldı. Bütün protokollerin detayı 
burada anlatıldı. 

2.1 GnRH agonisti ile uzun protokol 

Bir önceki siklusun mid luteal fazından başlanılarak buseralin asetat içeren nazal sprey kullanılarak 
hipofiz bezinin down regülasyonu sağlanır. Menstruel siklusun erken fazında  serum estradiol seviyesi 
30pg/ml ın altına düştüğünde im gonadotropin enjeksiyonu yapılır. 

 



2.2 GnRH agonisti ile kısa protokol 

Menstruel siklusun erken fazında buseralin asetat içeren nazal sprey uygulanır ve iki gün sonrasında 
im gonadotropin enjeksiyonua başlanır. 

 

2.3 GnRH antagonist protokol 

 Menstruel siklusun 3. Ve 5 günleri arası im gonadotropin enjeksiyonu başlar ve dominant folikul tv 
usg ölçümü ile 16-18 mm boyutuna ulaşana kadar 0.25 mg subkutan cetrotide enjeksiyonu uygulanır. 

2.4 CC protokol 

Menstruel siklusun 5. Gününde 100-150 mg/gün CC oral olarak başlanır. Dominant folikul 10-12 mm 
e ulaştığında im gonadotropin enjeksiyonu başlanır. 

3. OPU, fertilizasyon ve embriyo değerlendirilmesi 

Bütün protokollerde dominant folikul tv usg ile ölçümde 20 mm e ulaştığında im 10.000 IU HCG 
enkejsiyonu ile ovulasyon indüklenir.36 saat sonra tv usg ile folikullerin etrafındaki kan akımının 
pulsatilite indeksi hesaplandıktan sonra tv usg eşliğinde OPU uygulanır. İlk  folikulden toplanılan 
oositler ulaşabilirlige göre seçilir. IVF uygulanır ancak daha önceki IVF denemsi başarısız ise ICSI 
uygulanır.Veeck kalsifikasyonuna göre embriyolar 2 gün sonra değerlendirilir. Grade 1 ve 2 
embriyolar kaliteli ancak diğerleri kötü embriyolar olarak değerlendirilir. 

 

4.örnekler (serum. Folikuler sıvı, GC) 

OPU yapılacağı gün serum ve foikuler sıvı örnekleri toplanır. Kan örneği hemen OPU öncesinde alınır 
ve 5 dk santrifüj edildikten sonra ayrılır ve serum kısmı toplanır.OPU sırasında kan ile 
kontaminasyonu önlemek için her overden ilk yırtılan folikulden folikuler sıvı aspire edilir ve toplanır. 
Bu örneklerde 5 dk süre ile santrifüj edildikten sonra folikuler sıvı (süpernatant) ve hücresel 
komponent(presipitat) olarak ayrılır. Serum ve folikuler sıvı -20 derecede analiz edilene dek saklanır.  

Bazı folikuler sıvı örnekleri +4 derecede 30 dakika bekletildiğinde Ficoll-Pague denilen bir tabaka ile 
kaplanır. Bu tabaka immunohistokimya SDC-PAGE ve western blot analizlerinde kullanılmak üzere GC 
olarak saklanır. 

 

5.enzim bağlı immunosorbent assay 

Enzim immunoassay kitleri serum ve folikuler sıvıdaki DCN konsantrasyonunu ve folikuler sıvıdaki IGF-

1 konsantrasyonunu ölçmek için kullanılır. Bütün ölçümler iki kez tekrarlanır. Çok az veya çok fazla 
konsantrasyonlar saptanırsa optimum dilusyon için ölçümler tekrarlanır. 

 

 



6.immuun boyama 

6.1 immunositokimya 

İmmunositokimya GC lerde DCN lokalizasyonu tayini için üç GC örneği üzerinde çalışılır. GC örnekleri 
mildholm ile fiksasyon uygulandıktan sonra MAS kaplı cam lamel üzerine sürülür. PBS ile 5 dk 
boyunca 3 kez yıkandıktan sonra %0.1 triton X ile tatbik edilir. Metanol içerisinde %0.3 H2O2 ile 
inkube edildiğinde endojen peroksidaz aktivitesi bloke olur. Ardından GC örnekleri 1 saat süre ile oda 
sıcaklığında  histofine SAB-PO ile bloklanır.sonrasında GC örnekleri bir gece önceden 4 derecede PBS 
ile dilue edimiş primer antikorlar ile inkube edilir. Anti decorin antikoru kulanılır. GC örnekleri 30 
dakika süre ile oda sıcaklığında histofine SAB-PO ile inkube edilir. DAB kullanılarak renk oluşumu 
sağlanır. Gc örnekleri su ile yıkanır ve nukleuslar 10 dakika süre ile %1 metilgreen ile boyanır.kalıcı 
spesimenler ethanol ve xylene ile dehidratasyon uygulanarak elde edilir. Ve entellan ile 
mühürlenir.DCN lokalizasyonu tayini için GC lere hematoksilen ve eosin boyama uygulanır. 

 

6.2 immunohistokimya 

İmmunohistokimya normal insan over doku örneklerine uygulanır. Ethanol ve xylene ile bir seri 
deparafinizasyon ve rehidrasyon işleminden sonra örneklerin 30 dakika süre boyunca %3 H2O2 
içerisinde inkube edilmes ile endojen peroksidaz aktivitesi bloke olur. 

 

7.SDS-PAGE ve western blot analizi 

Western blot analizi GC içerisinde DCN nin varlığını degerldirmek için antidecorin antikoru 
kullanılarak, iki klinik GC örneği ve rekombinan DCN (rec DCN) için uygulandı. 

Örnekler Laemmli tamponu kullanılarak dilue edildi ve Laemmli metoduna göre SDS-PAGE uygulandı.  
SDS-PAGE kasetleri, güç kaynağı ve elektroforez tamponu kullanılarak elektroforez uygulandı. Trans 
blot turbo protein trasinferi için kullanıldı. Zarlar tris tamponize mayide bloke edildi.anti decorin 
antikoru kullanıldı. Primer antikorlar primer antikor dilusyon tamponunda dilue edildi. 

 

8.istatistiksel analiz 

her bir  folikuler sıvı ve serum örnekleri tek başına analiz edildi. Tüm istatistikler R version 3.3.2. 
kullanılarak analiz edildi. Gruplar arası karşılaştırma Mann-Whitney U  testi veya Fisher’s olasılık testi 
kullanılarak yapıldı. Ölçülen parametrelerim korelasyonu Spearman R test kullanılarak değerlendirildi. 
P<0.005 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 

 

Sonuçlar 

Bu çalışma nedeni bilinmeyen infertilite sebebi ile yardımcı üreme tekniği uygulanmış 27-50 yaş 
arası  88 hastadan toplanmış 130 oosit ve bunların folikuler sıvı ve kan örneklerini içermektedir. OPU 



uygulandığı sıradaki ortalama yaş 40 (38-43) ve uygulanan total ortalama gonadotropin dozu 1800 IU 
dir.(1275-3056)  130 oosit için fertilizasyon hızı %82 ve kaliteli embriyo oranı %44 dür. 130 örnekten 
toplanan F-DCN ve S-DCN ortalamaları 39.26 ng/ml ve 4.88 ng/ml dir.F-DCN ,S-DCN ye kıyasla bir 
hayli yüksek bulunmuştur. Over stimulasyon protokolleri arasında her F-DCN ve S-DCN arasında fark 
görülmemiştir. F-DCN ile hasta yaşı,gonadotropin total dozu, folikuler sıvıdaki IGF-1 konsantrasyonu 
ve folikul etrafındaki kan akımının PI ı arasında korekasyon saptanmamıştır. Ancak F-DCN S-DCN ile 
negatif zayıf bir korelasyon göstermiştir. 

130 oositten 70 tanesinde ICSI uygulanmıştır. IVF grubunun fertilizasyon hızı ICSI grubuna göre bariz 
olarak yüksektir ,ancak hasta yaşı, folikul etrafındaki kan akımının PI ı ,F-DCN ,S-DCN ,IGF-1 
konsantrasyonları ve kaliteli embriyo oranı iki grup arasında önemli bir fark göstermemiştir. 

 

  

Tüm örnekler içinde , F-DCN ve S-DCN nin döllenmiş ve döllenmemiş tüm oositlerinde dikkate değer 
bir fark yoktu. Ancak F-DCN nin döllenmiş oositlerin yalnızca ICSI uygulananlar için döllenmemiş 
oositlerden önemli bir derece düşüktür. ( P = 0.043 )  

Eğrinin altında kalan yükselmiş ROC( Receiver-operating characteristic) alanı ile ICSI grubunun F-DCN 
si başarılı bir döllenmeyi tahmin edebilecek yeteneğe sahipti.  

ROC eğrisine göre cut-off level 34.5 ng/ml olarak belirlendiğinde , F-DCN nin cut-off levelinin düşük 
olduğu foliküllerden alınan oositlerin döllenme oranı , F-DCN  yüksek cut-off levelindeki oositlerden 

daha iyi eğilimdeydi. 

F-DCN nin duyarlılık, spesifiklik, pozitif ve negatif belirleyicilik değerleri sırasıyla 0.72, 0,58 ,0,86 ve 
0,37. 

Embriyo kalitesi ile ilişkili olarak , iyi ve verimsiz embriyoların F-DCN leri veya S-DCN leri arasında 
belirgin bir fark yoktu.  Fakat iyi embriyoların S-DCN si sadece ICSI tarafından döllenen verimsiz 
embriyoların S-DCN sine göre önemli bir ölçüde yüksekti.  

Immunositokimya üç GC örneğine uygulandı. Tüm örneklerde DCN ye karşı antikorlar ile boyama 
gözlenmedi. 

DCN nin GCs de lokalizasyonu bulunmadı. Ek olarak  sağlıklı insan yumurtalık doku kesitlerine de 
Immunositokimya uygulandı. 

DCN ye karşı antikolarla boyanmada stromal hücreler ve fibroblastların dejenerasyon formu 
incelendi. Bu kesitte foliküller bulunamadı. 

 Anti-decorin antikoru kullanılan iki GC örneğinin Western biot analizi band göstermedi . Fakat 
recDCN moleküler ağırlığı 43 kDa olan bir band gösterdi. 

Bununla birlikte , anti-alfa-tubilin ve antikoru ve anti-beta-tubilin antikoru  kullanımı moleküler 
ağırlıklıları sırasıyla 52 kDa ve 45 kDa olan single band gösterdi. 

 



Tartışma 

 

Mevcut çalışma DCN nin olgun folikül içinde var oldugu ve ölçülebildiğini göstermektedir.  Ayrıca F-

DCN  S-DCN den daha yüksekti.  ICSI tarafından döllenen Oositlerin F-DCN si önemli bir ölçüde 
döllenmeyen oositlere göre daha düşüktü.   Olgun foliküllerin folikuler sıvısında  DCN nin kökeni ile 
ilişkin  ,  DCN nin GC tarafından daha az ihtimalle üretildiği düşünüldu çünkü DCN hem 
Immunositokimya hem de Western biotting ile tespit edilemedi. 

Olgun folikülerin içindeki DCN ve onun folikuler sıvı içindeki konsantrasyonu 39.26 ng/ml. IVF 
hastalarından toplanan dikkate değer şekilde bu  çalışmada gösterilen konsantrasyona göre daha az 
olan DCN nin konsantrasoyunu 12.29 ng/ml  

Bu iki çalışma arasındaki tutarsızlık folikul sıvısı toplama metodlarından ve  F-DCN ölçüşü olarak 
kullanılan enzim-linked immunsorbent assay kit den kaynaklı oluşabilmektedir 

Bu çalışmada F CDN  S-DCN den yaklaşık 8 kat daha yüksektir. Sonuçlar DCN nin gerekli olduğunu ve 
olgun folikülerde rol oynadığını önermektedir 

 

Oositlerin ICSI tarafından döllenen F-DCN si döllenmeyen oositlere göre dikkat değer bir şekilde 
düşüktür, buna rağmen aralarındaki ilişki F-DCN ve hasta yaşı , gonadotropinin toplam dozu , FF deki 

IGF-1 konsantrasyonu ve kan akışındaki PI gösterilmemiştir.   

ROC eğrisine göre cut-off level 34.5 ng/ml olarak belirlendiğinde , F-DCN nin cut-off levelinin düşük 
olduğu foliküllerden alınan oositlerin döllenme oranı  F-DCN  yüksek cut-off levelindeki oositlerden 

daha iyi eğilimdeydi. 

Ek olarak pozitif belirleyicilik  değeri ICSI grubunun dölleme oranına göre daha yüksekti. Bu nedenle , 
F-DCN, ICSI tarafından yapılan başarılı döllemeyi belirleyici imkanı vardır.  

ICSI konusunda ,dölleme sonucunun, oositlerin yetiştirme kalitesine, spermlerin dölleme 

yeteneğinden daha fazla bağımlı olduğu varsayıldığı için DCN nin oositlerin gelişimini ve olgunluğunu 
etkilediği ileri sürülmüştür. 

Adam et al DCN nin GC  fosforile olduğunu bildirmiştir. Bu raporda DCN nin folikuler sıvıdaki  etkisinin 
EGF  ile ilişkili olduğu düşünülmektedir. Bu sebeple biz de folikuler sıvıda EGF yi ölçtük fakat  EGF 
konsantrasyonu  bu çalışmada kullanılan ELİSA kitin alt limitinin altında olduğu için arasında ilişki 
araştırılmadı. 

Buna rağmen IGF-1 ve F-DCN ölçülebildi. Bu nedenle , olgun foliküllerin DCN leri , IGF-1 üzerinden 
büyüme faktorlerını düzenleme ihtimali düşüktür  

 

Olgun folikullerin GCs inde DCN bulunamadı . Yanısıra önceki çalışmaların sonuçlarını düşünerek DCN 
nin preantral ve Antral folüküller içinde olmadığını gösteriyor . 



DCN muhtemelen GCs tarafından üretiliyor .  

F-DCN nin kökeni gibi bazı hipotezleri tartısmıstık  . İlk olarak DCN stromal hücreler tarafından 
üretilebilir  foliküllere salgılar. 

Bu çalışmada stromal over hücresindeki DCN  İfadesi  Adam tarafından saptanmıstır  

 Ancak DCN nin varlğini  büyük moleküllerde inceleyemedik . Büyük molekülün folikülün bazal 
laminasini hızlıca gecmedıgını gosterdi. Bu yuzden folikul büyümesi sırasında DCN nin kandan 
folikuler svıya aktıgı dusunulmektedir. cunku F-DCN bu çalışmada S-DCN den daha yüksekti,  cünkü 
DCN nin kandan folikuler sıvıya aktif olarak alınması mümkün.  

Yani , DCNnin  muhtemelen immatur  folikullerınde pozitif fonksiyonları vardır ve  oositlerin 
olgunlugunu ve gelişimini etkileyebiliir.  DCN nin hücre proliferasyonu ve angiogenez induksiyonu ile 
ilişkli olduğu belirtilmiştir. 

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

Var olan calısmada , S-DCN diger faktorlere gore olculdu ve analiz edildi. Ancak  S-DCN nin GC s 
tarafından salgılanan diğer biyoaktif maddelerden farklı olarak  DCN salgılandığından ve çeşitli 
organlarda ve kan akışlarında bulunduğu için doğrudan GC s ve oosit düşünülmemektedir. 

Bu yuzden iyi embriyoların S-DCN si verimsiz olanlara göre önemli olcude yuksektır ya da S-DCN ve f-
DCN arasında  negatif korelasyon olup olmadıgı kesın olarak bilinmemektedir. 

 

Bu çalışma için bazı kısıtlamalar oldugunu biliyoruz. İlk olarak , folikuler sıvı ve serum orneklerı analize 
kadar donduruldu.  Yani donma ve cozulme asamaları ELISA sonuclarını da  etkilemesi muhtemeldir. 

ikincil olarak bu calısmadakı ornek sayısı kıyasla az ,bu yuzden hamilelilk veya dogum oranı ile  DCN 
arasındakı baglantıyı analiz etmek zor.  

 Bu sebeple bizim calısmamız açıklanamayan infertilite sebebi ile ART ile tedavi gormus hastalarla ve 
bu hastaların ponksiyone folikullerinden toplanan folikuler sıvı ornekleri ile kısıtlıydı. 

DCN ve tedavi sonuçları arasındakı ılıskıyı analız etmek ıcın  hem de ilerideki araştırmalar için, analız 
orneklerini arttırmak gereklı olacaktır. 

Sonuc olarak bu calısmada mature folikulun sıvısı icindeki var olan DCN ile ICSI sonrasında 
fertizilasyon ile ilişkili oldugu bulunmustur.  
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