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DUSUK VE YUKSEK OVER REZERVLI VAKALARDA VEGF
POLIMORFiZM SIKLIGININ KIYASLANMASI

The Comparison of VEGF Polymorphism Frequency between Cases with Low and

High Ovarian Reserve
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Amag: Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), overyan

anjiogenezde Kkilit rol oynayan bir sitokindir. Biz de
calismamizda diisiik ve yiiksek over rezervli infertil kadinlarda
VEGF gen polimorfizminin over rezervi ile olasi iligkisini

arastirmay1 amacladik.

Gerec ve Yontemler: Bu calismaya, polikistik over sendromlu
(PCOS) 64 kadin ile prematiir overyan yetmezlikli (POF) 30
kadin dahil edildi. Periferik ven6z kan 6rneklerinden elde edilen
DNA’da polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile VEGF
geni-2578 C/A tek niikleotid polimorfizmi (SNP) incelendi.
Istatistiki analiz SPSS 16.0 programu ile yapildi.

Bulgular: PCOS ve POF gruplarinin ortalama yas, viicut Kitle
indeksi, TSH ve prolaktin seviyeleri yoniinden anlamli bir fark
yoktu. PCOS grubu i¢in genotip dagilimi %56.2 CC, %26.6 CA
ve %17.2 AA iken, POF grubu igin ise %26.7 CC %53.3 CA ve
%20 AA idi. Gruplar arasinda genotip frekanslari bakimindan
farklilik saptand: (p = 0.018). Mutant A allelinin, over rezervini
minimal azaltic1 etkisi oldugu gézlendi (95%Cl= 0.12-0.22, OR:
0.5, p<0.01).

VEGF -2578 CIA

polimorfizmindeki mutant A allelinin over rezervi iizerine olan

Sonu¢: Calismamizda gozledigimiz
etkisini tartigmak igin genisletilmis popiilasyon calismalarina

ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: VEGF, polimorfizm, prematiir overyan
yetmezlik, polikistik over sendromu

ABSTRACT

Objective: Vascular endothelial growth factor (VEGF) is a
cytokine playing key role in ovarian angiogenesis. We aimed to
investigate the possible relation between VEGF gene
polymorphism and ovarian reserve in infertile women suffering

from either low or high ovarian reserve.

Material and Methods: This study was conducted on 64
women suffering from polycystic ovary syndrome (PCOS) and
30 women suffering from premature ovarian failure (POF).
VEGF-2578 C/A single nucleotide polymorphism (SNP) was
investigated with polymerase chain reaction (PCR) method on
DNA extracted from peripheral venous blood sample. Statistical
analyses were done using SPSS 16.0 programme.

Results: There was no significant difference between PCOS and
POF groups for age, body mass index, TSH and prolactin levels.
The genotype frequencies of PCOS and POF groups were
respectively 56.2% CC, 26.6% CA, 17.2% AA and 26.7% CC,
53.3% CA, 20% AA. There was a significant difference between
groups for genotype frequencies (p=0.018). We observed
minimal negative influence of mutant A allele on ovarian
reserve (95%Cl=0.12-0.22, OR: 0.5, p<0.01).

Conclusion: We observed a minimal negative influence of
VEGF-2578 C/A polymorphism on ovarian reserve. New and

expanded population studies are needed to discuss our results.

Keywords: VEGF, polymorphism, premature ovarian failure,
polycystic ovary syndrome
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GIRIS

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), vaskiiler
gecirgenlik ve anjiogenezde goérev yapan bir proteindir
(1). Aylhk overyan dongiide follikiiler ve stromal
anjiogenezde rol oynadigi  gosterilmistir  (2).
Perifollikiiler kan akiminin ve intrafollikiiler oksijen
diizeyinin idamesi ve kontroli ig¢in VEGF 6nemli bir
rol istlenmektedir (3). Overyan primordial follikiil
havuzundan aylik ovulasyon dongiisiine girecek antral
follikiil  (AF)  sayisimi  belirleyen  mekanizma
giiniimiizde hala net olarak bilinmemektedir (4). Over
rezervinin temel belirteglerinden olan AF sayis1 Kimi
kadinda yiiksek iken kimi kadinda diisik olmaktadir
(5). Yiksek AF sayis1 polikistik over sendromu
(PCOS) riskine, diisik AF sayisi ise prematiir overyan
yetmezlik (POF) riskine isaret etmektedir (6).
Aragtirmacilarin bir kismi VEGF geni tek niikleotid
polimorfizmleri (SNPs) ile PCOS arasinda giiglii bir
iliski oldugunu bildirirken; bir kismi da PCOS ile
VEGF arasinda bir iliski gozlemediklerini rapor
etmislerdir (1,7,8). POF, 40 yas alti kadinlarda follikiil
stimiilan hormon (FSH) diizeyinin 40 IU/L iizerine
¢ikmasi, estradiol diizeyinin diigmesi ve sekonder
amenore ile Kkendini gosteren bir tablodur (9).
Aragtirmacilar VEGF polimorfizmi ile POF arasinda
iliski g6zlediklerini bildirmislerdir (10).

Bu ¢alismada yiiksek over rezervli kadmlar ile disiik
over rezervli kadmlarin VEGF geni SNP sikligi

acisindan karsilastirilmast amaglandi.

GEREC VE YONTEM
Bu calismaya Firat Universitesi Hastanesi Tiip Bebek
Unitesi’ne Haziran 2012-Haziran 2013 tarihleri
arasinda bagvuran PCOS tanisi konulan 64 infertil
kadin ve POF tanis1 konulan 30 infertil kadin lokal etik
kurul onay: sonrasi (Tarih:10.05.2012; Karar No:
09/04) dahil edildi. Over rezerv belirteci olarak AF
kullanildi.  Menstriiel siklusun 3. giinii yapilan
transvajinal ultrasonografide tek overde AF sayist 5

altinda olanlar diisik over rezervli, tek overde AF

sayis1 10 tizerinde olanlar yiiksek over rezervli olarak
kabul edildi. PCOS tanis1 Rotterdam 2003 kriterlerine
gore yapildi. Oligoanovulasyon, hiperandrojenizm ve
ultrasonografide tek overde periferik dizilimli 12’den
fazla AF varligi kriterlerinden en az ikisini tasiyan 64
kadin hasta PCOS grubuna dahil edildi. POF grubuna
ise 30 yas altinda en az iki kez adetin 3. giinii (D3)
bakilan FSH diizeyi 40 IU/L ve iizerinde ¢ikan,
karyotip analizleri 46-XX olan ve overde AF
izlenmeyen 30 kadin hasta dahil edildi. Tiroid gland
disfonksiyonu, diabetes mellitus ve hiperprolaktinemisi
olan hastalar ¢alisma dis1 tutuldu. Tiim hastalarin boy-
kilo olgiimleri, D3 FSH, estradiol, tiroid stimulan
hormon (TSH), prolaktin diizeyleri; PCOS hastalarin
ise bunlara ek olarak aglik glukoz ve insulin seviyeleri
kaydedildi.

Genotipleme ve SNP Se¢imi

On kol antekubital venlerinden alman yaklasik 5ml
periferik ven6z kan Omegi antikuagiilanli tiiplere
konularak ¢alisilma vaktine kadar —80 °C’de saklandi.
Cozdiirme sonras1 periferik venéz kan 6rneklerinden
Wizard Genomik DNA Ekstraksiyon Kiti (Promega,
ABD) diireticisinin belirttigi klavuza goére DNA elde
edildi. Elde edilen DNA’da polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) yontemi (Applied Biosystem
GeneAmp PCR System 9700, USA) ile VEGF geni-
2578 C/A tek niikleotid polimorfizmi (SNP) arastirildi.
Primer dizileri;

F: 5°-GGATGGGGCTGACTAGGTAAGC-3’

R: 5°-AGCCCCCTTTTCCTCCAAC-3’

PCR 94°C’de 5dk, 94°C’de 35 siklus 30 sn, 61°C’de
baglanma, final basamak 72°C’de 10 dk olarak
gerceklesti. 324 bp’lik PCR iiriinii, Bgl 1l restriksiyon
enzimi ile 37°C’de kesildi. Kesim firtinleri etidyum
bromidli %3’lik agaroz jelde yiiriitiilerek C alleli igin
324 bp, A alleli i¢in 202+122 bp’lik bantlar
gortntiilendi (11).

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz SPSS 16.0 program ile yapildi.

Gruplar arasinda siirekli degiskenler yoniinden fark
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olup olmadigina datanin dagilim o&zelligine gore
student t test veya Mann Whitney U testi ile bakilirken
nominal verilerdeki fark yerine gore ki-kare veya
Fisher exact test ile degerlendirildi. Polimorfizm ile
over rezervi arasinda iliski olup olmadigina regresyon
analizi ile bakildi. Allel doz etkisi i¢in 0, 1, 2 seklinde
mutant allelin kopya sayisina gore kodlama yapilip, yas
ve viicut Kitle indeksine (VKI) gore diizeltme
yapildiktan sonra lineer regresyon analizi yapildi.
p<0.05 degeri anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Hasta gruplarina ait demografik veriler Tablo 1’de
karsilastirllmis olup, gruplar arasinda D3 FSH diizeyi

disinda fark saptanmadi.

Tablo 1: Vakalarin demografik 6zellikleri

PCOS POF
Ortalamaz+ Ortalama+ p
SS SS
Yas (y1l) 27.8+4.8 29.546.5 0.09
VKI 26.8+5.2 24.4+4.6 0.48
(kg/m?)
D3 FSH 5.4+1.9 61.7+31.2 0.02
(lu/lL)
D3 53.4+29.5 25.4+20.9 0.14
Ostradiol
(pg/mL)
TSH 1.8+1.1 2.2+15 0.35
(mIU/L)
Prolaktin 13.6+10.1 11.9+7.2 0.12
(ng/mL)

VKI= Viicut kitle indeksi; FSH: Follikiil stimiilan
hormon; TSH= Tiroid stimilan hormon; D3=

Menstriiel siklusun tigiincii giinii

PCOS grubu igin genotip dagilimi CC %56.2 (36/64),
CA %26.6 (17/64) ve AA %17.2 (11/64); POF grubu
icin ise CC %26.7 (8/30), CA %53.3 (16/30) ve AA

%20 (6/30) seklinde idi. PCOS grubunda C allelinin
frekans1 %69, A allelinin frekanst %31 iken; POF
grubunda C allelinin frekans1 %53 ve A allelinin
frekans1 %47 idi. PCOS grubunda dominant olan
genotip CC iken, POF grubunda dominant olan genotip
CA idi. Gruplar arasinda genotip frekanslar
bakimindan farklilik saptandi (p = 0.018).

PCOS grubunun aglik glukoz ve insulin diizeyleri
sirastyla 89.7+£18.1 mg/dL ve 15.1+11.4 mcU/mL idi.
Aglik glukoz ve aglik insulin diizeyleri ile hesaplanan
HOMA indeksi 2.5 degerinin {izerinde geldiginde
insilin direncinin (IR) bir gostergesidir. Ortalama
HOMA-IR degeri 3.5 idi. Biz de PCOS hastalarini
kendi icinde HOMA-IR degerine gore 2.5 altinda
olanlar ve 2.5= ve iistiinde olanlar seklinde iki gruba
ayirdigimizda VEGF
frekanslarinda farklilik saptamadik (p=0.28). VEGF-
2578 C/A SNP’sindeki mutant A allelinin over rezervi

polimorfizm genotip

tizerindeki etkisi incelendiginde; mutant allelin over
rezervini minimal azaltict etkisi oldugu saptandi.
(95%ClI=0.12-0.22, OR: 0.5, p < 0.01).

TARTISMA

Calismamiz Tirk kadm popiilasyonunda VEGF-2578
C/A tek nikleotid polimorfizmi ile over rezervi
arasidaki iligkiyi gosteren ilk ¢alismadir. VEGF-2578
C/A SNP frekansinin PCOS ve POF gruplari arasinda
anlamli fark gosterdigini tespit ettik. POF grubunda
VEGF-2578 CA (heterozigot mutant) ve AA
(homozigot mutant) genotiplerinin, PCOS grubunda da
CC genotipinin daha yiiksek frekansta olmasi dikkat
gekici idi. Popilasyonumuzda VEGF-2578 C/A
SNP’nin over rezervini azaltict yonde minimal bir
etkisi oldugunu da gozledik. Giiney Kore’de yapilan
bir ¢caligmada 135 POF vakasi kadin ile en az bir canli
dogum yapmus 120 saglikli kadinda VEGF genine ait
dort SNP (-2578 C/A, -1154G/A, -634G/C, 936C/T)
VEGF-1154 G/IA

polimorfizmi ile POF riski arasinda anlamli bir iligki

frekanslari arastiritlmistir.
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oldugu  belirtilmistir  (9). VEGF-2578 C/A
polimorfizminin, 1154 G/A ve 936 CIT
polimorfizmleri ile ayr1 ayrt birlikteliginin POF
gelisimi i¢in anlamli risk teskil ettigi rapor edilmistir
(10). Biz de c¢alismamizda VEGF -2578 C/A
polimorfizminde mutant A allelinin over rezervine
etkisi oldugunu gozledik.

VEGF oosit maturasyonunda ve implantasyonda
6nemli rol oynamaktadir (12). Bir meta-analizde VEGF
gen polimorfizminin  beyazlarda ve asyalilarda
tekrarlayan gebelik kaybi ile iliskili olabilecegi
belirtilmistir (13). Boudjenah ve ark. tip bebek
uygulanan 428 kisilik bir kohortta VEGF +405 G/C
polimorfizminin fertilizasyon, implantasyon ve gebelik
oranlarin1 etkiledigini bildirmistir (14). Bir baska
calismada tekrarlayan implantasyon basarisizligi olan
41 kadin hasta ile 130 saghkli gebelik eldesi olan
kadinda VEGF +405 G/C polimorfizm frekanslar
karsilagtinlmigs.  Mutant CC  genotip  frekansi
tekrarlayan implantasyon basarisizligi olan grupta
saglikli kontrollere goére anlamli yiiksek saptanmustir
(15). Over dokusundaki VEGF ekspresyon degisikligi
follikiiler gelisimle yakindan iliskilidir (16). Kong ve
ark. yaptiklar1 hayvan deneyinde, VEGF ile muamele
sonras1 transplante edilen over dokusunda follikiiler
kaybin daha az oldugunu bildirmislerdir (17).
Aragtirmacilar ratlarda preantral follikiilden antral
follikiile gecis siirecinin VEGF ile iligkili oldugunu
gostermislerdir (18). Almawi ve ark. 382 PCOS tanili
kadin ile 393 saglikli kadinda VEGF genindeki 12 SNP
frekanslarin1 karsilagtirmiglar. Sadece rs3025020 SNP
mindr allel frekansinin PCOS grubunda anlaml yiiksek
oldugunu gozlemislerdir (7). Tunus’ta yapilan bir
baska ¢alismada 118 PCOS tanili kadin ile 150 saglikh
kadinda VEGF polimorfizmi arastirilmistir. rs3025039
(C/T) polimorfizminde CT genotipi ile PCOS fenotipi
arasinda iligki gozlenmistir (19). Hindistan’da yapilan
bir bagka ¢alismada ise VEGF geni +405G/C
polimorfizminde GG genotip ve G allel frekanslari

PCOS’lu kadinlarda kontrol vakalarindan anlamh

yiksek saptanmustir (20). Biz ¢alismamizda PCOS
grubunda 2578 C/A SNP’sinde CC genotipi ve C
allelinin frekansin daha yiiksek gozledik. Vural ve ark.
137 PCOS vakasinda VEGF -2578 C/A SNP’sini
caligmigtir. AA tastyicilar ile kiyaslandiginda, C alleli
tastyanlarda glukoz/insulin oraninin daha yiiksek ve
HOMA-IR’nin daha diisiik oldugu bildirilmistir (21).
Bizim PCOS popiilasyonumuzda insulin direnci olanlar
ile olmayanlar arasinda VEGF -2578 C/A polimorfizm
frekans1 agisindan bir farklilik gozlemedik. Bizim
sonucumuzun, Vural ve ark. yaptigi calismanin
sonucundan  farkli  olmasi  popiilasyonumuzun
kiigiikligiinden ileri gelebilir.

Arteriyel hipertansiyon ve obezitesi olan 95
perimenopozal kadin ile 20 saglikli perimenopozal
kadinda VEGF 634 G/C tek niikleotid polimorfizmi
calisilmis. GG genotipi arteriyel hipertansiyon ve
obezitesi olan premenopozal kadinlarda, arteriyel
hipertansiyonu ~ ve  obezitesi olan  menopozal
kadinlardan daha yiiksek frekansta gozlenmis.
Perimenopozal hipertansif obez kadinlarda GG
genotipinin  kardiovaskiiler risk i¢in bir belirteg
olabilecegi disiiniilmiis (22). Wei ve ark. yaptiklar
meta-analizde VEGF 405 G/C polimorfizmindeki C
allelinin Asya irkinda immiin aracili inflamatuar
hastaliklar i¢in koruyucu rol oynarken, beyaz irk igin
risk faktorii olabilecegini belirtmiglerdir (23). Chen ve
ark. yaptiklart meta-analizde Asya irkinda VEGF 634
G/C polimorfizmi ile otoimmiin hastaliklar arasinda
anlamli bir iligki saptamistir (24). POF vakalarinda
%4-30 oraninda otoimmiin mekanizmalar patogenezde
rol oynamaktadir (25). Romatoid artritli hastalarda
VEGF -2578 AJ/C polimorfizmindeki C allelinin
kontrol vakalarindan daha diisiik bir frekans gosterdigi
saptanmistir (26). Ilging olarak VEGF polimorfizmi
irklara gore degisik sonuglar dogurmaktadir. Italyan
wkinda -2578 AA genotipi tipl diabetes mellitusun
gelisimini hizlandirirken; Finlandiya popiilasyonunda -
1154 GG genotipi ise tipl diabetes mellitusun ortaya

cikmasina  kargt  geciktirici ve koruyucu etki
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gostermektedir (27). Biz de Tiirk popiilasyonumuzda
VEGF -2578 CA ve AA genotiplerinin POF ile iliskili
oldugunu gozledik.

Calismamizda hem PCOS hem POF gibi otoimmiin alt
yapist oldugu diistiniilen iki overyan patolojide VEGF
VEGF -2578 CI/A

polimorfizminin over rezervi lizerine negatif etkisi

polimorfizmini  aragtirdik.

oldugunu gozledik. Calismamizdaki limitasyonlar
kontrol grubunun olmamasi ve PCOS grubunun sayi
olarak az olmasidir. Sonuglarimizin daha saglikh
tartigilabilmesi i¢in kontrol grubu katilarak yapilacak
genisletilmis ¢aligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Cikar ¢atigmasi: Bu ¢alismada yazar i¢in herhangi bir
¢ikar ¢atigmasi yoktur.

Tesekkiir: Bu calismada emekleri gecen Dr. Zehra
Sema OZKAN’a ve Dr. Rasit ILHAN’a tesekkiir
ederim.
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