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OZET
OHSS GELISIMINDE VEGFR GENI EXON 7 MUTASYONLARININ ETKIiSI

Amagc: Yardimcei tireme teknikleri ile tedavi sirasinda fazla yumurta olusan ve OHSS
(Ovaryen Hiperstimulasyon Sendromu) gelisen olgularda VEGF (Vaskiiler Endotelyal
Biiylime Faktorii) reseptorii geninde meydana gelen genetik degisimleri inceleyerek
uygulanan ilacin etkisinin kisiden kisiye farklilik gostermesine ve ayni dozun farkl
kalitede yumurta olusturmasina etkisinin incelenmesi amaglandi.

Materyal ve Metot: Ondokuz May1s Universitesi Tip Fakiiltesi Tiip Bebek Merkezinde
yardimci tireme teknikleri ile tedavi goren ve istenilenden fazla sayida yumurta elde
edilen 27 hasta ve saglikli gebelik elde edilen 30 kadin kontrol, toplam 57 kisiden kan
alindi. Kan orneklerinden kit yontemi ile DNA elde edildikten sonra PCR (Polimeraz
Zincir Reaksyonu) ve sonrasinda DNA dizileme yontemleri uygulanarak VEGFR Geni
ekzon 7 bolgesi incelendi. Elde edilen sonuglar SPSS ve Ki-kare analizi ile
degerlendirildi.

Bulgular: VEGFR geni ekzon 7 rs2305948 bdlgesi agisindan hasta ve kontrol grubunda
genotip dagilimi bakimindan istatistiksel olarak fark saptanmazken klinik verileri
degerlendirildiginde, CT genotipine sahip olan bireylerle yiiksek sayida yumurta
olusumu arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede bir fark saptandi (p=0,006,
¥*=7,560).

Sonu¢: Calismamizin sonucuna gore, yardimcei lireme tedavisi siirecinde VEGFR geni
rs2305948 bolgesi bakiminda CT genotipine sahip bireylerde ¢ok daha yiiksek sayida
yumurta olustugu ve OHSS gelismesi agisindan daha riskli grupta oldugu saptandi.
Anahtar Kelimeler: Gen polimorfizmi; OHSS; ovaryen cevap; VEGFR

Isil CAKIR, Yiiksek Lisans Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Temmuz - 2016



ABSTRACT

EFFECTS OF VEGF GENE EXON 7 MUTATIONS ON DEVELOPMENT OF
OHSS

Aim: We aimed to evaluate the pharmacogenetic effect of VEGFR gene mutations on
the cases of have high number of ovum and develope OHSS during assisted
reproductive technics.

Material and Method: We evaluated 57 cases in this study. Twenty seven of them
have high number of ovum during assisted reproductive technology in Ondokuz Mayis
University Faculty of Medicine, IVF Center and 30 cases have healthy pregnancy. DNA
isolated from all the cases. Polimerase Chain Reaction and following DNA sequencing
methods performed for VEGFR gene exon 7 analysis. SPSS and Chi-square analysis
performed for statistical analysis.

Results: As a result of the study, there was no statistically significance between patients
and control groups. However, when we analyse for clinical findings we found that
frequency of CT genotype for VEGFR gene exon 7 variant was higher in the group of
women have the high number ovum (p=0.006, ¥>=7. 560).

Conclusion: During assisted reproductive technics, the patients have CT genotype of
VEGFR gene exon 7 may have high number of ovum ad under risk for OHSS.
Keywords: Gene polimorphism; OHSS; ovarian response; VEGFR

Isil CAKIR, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, June - 2016



SIMGELER VE KISALTMALAR

pl . Mikrolitre

A : Adenin

A > Alanin

AMH . Antimiillerin Hormonu

AMHR : Antimiillerin Hormonu Reseptor
ATM : Amplicon Tagment Mix

B¢ : Baz Cifti

BMP15 : Kemik Morfolojik Protein 15

C > Sitozin

CAMP : Siklik Adenozin Monofosfat
COH : Kontrollii Ovaryen Hiperstimilasyon
COS : Kontrollii Ovaryen Stimulasyonu
dk : Dakika

E2 : Estradiol

EDTA : Etilendiamin Tetra Asetik Asit
EGF . Epidermal Biiyiime Faktorii
ESR : Ostrojen Reseptorii

EtBr . Etidyum Bromiir

F : Forward

FGF : Fibroblast Biiyiime Faktori
Flt-1 : Fms Benzeri Tirozin Kinaz-1
FSH : Folikiil Stimiile Edici Hormon
FSHR : Folikiil Stimiile Edici Hormon Reseptdrii
G : Guanin

Vi



GDF-9 : Biiytime Farklilagma Faktorii 9

GnRH : Gonadotropin Relasing Hormon
hCG : Insan Koryonik Gonadotropin
HIF : Hipoksi ile Indiiklenebilen Faktor
I - 1zolosin

IGF-1 : Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii
Ul . Intrauterin inseminasyon

IVF - In Vitro Fertilizasyon

kb : Kilobaz

kDA : KiloDalton

KDR : Kinase Insert Domain Receptor
LH - Luteinlestirici Hormon

LHCGR . Luteinlestirici Hormon/ Koriogonadotropin Reseptorii
LOD : Laporoskopik Ovaryen Drilling
LPA : Lipoprotein A

Mg : Magnezyum

mg : Miligram

ml : Mililitre

mM : Milimolar

MTHFR - Metilen Tetrahidrofolat Rediiktaz
N : Asparajin

ng : Nanogram

nm : Nanometre

NPM : Nextera PCR Master Mix

NRP - Norofilin

vii



NT
°C

OHSS

PCR
PDGF
PGR

PKOS

SHBG
SNP

SOD2

TBE

TGF -

uv

VEGF

VEGFR

: Neutralize Tagment Buffer

. Santrigrat

: Ovaryen Hiperstimiilasyon Sendromu
: Prolin

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Trombosit Tiirevli Biiyiime Faktorii

: Progestron Reseptori

- Polikistik Over Sendromu

> Arjinin

: Reverse

> Serin

: Seks Hormon Baglayic1 Globulin

: Tek Niikleotid Polimorfizm

- Siiperoksit Dismutaz 2

> Timin

: Treonin

: Tris Borat EDTA

: Transforming Growth Factor -3

: Unite

: Ultroviyole

: Valin

. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktori
: Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii Reseptorii

: Triptofan
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1. GIRIS

Ovulasyonun gonadotropinlerle uyarilmasi infertilite tedavisinde basaril
olmakla birlikte, asilama (IUI: Intrauterin inseminasyon) ve tiip bebek (IVF: in vitro
fertilizasyon) uygulanan hastalarda ayn1 doz gonadotropin uygulamasinda farkli sayida
ve kalitede yumurta olusumu gergeklesebilmektedir. Farkli kigilerde, farkli sayida ve
kalitede yumurta olusumu tedavi siirecini olumsuz etkileyebilmektedir. Baz1 olgularda
yetersiz sayida ve kalitede yumurta olusumu IUI ya da IVF’nin tekrarlanmasini
gerektirmekte iken bazi olgularda ise eksojen gonadotropin uygulamasi
komplikasyonlara yol acabilmekte ve hayati tehdit edebilen iatrojenik bir komplikasyon
olan OHSS (Ovaryen Hiperstimulasyon Sendromu: Yumurtaliklarin asiri uyarilmasi
Sendromu)’na neden olabilmektedir.

Farmakogenetik, her bireyin ayr1 bir genetik yapismin olmasi nedeniyle kisiye
ozel ila¢ tedavisini 6ngdren bir bilim dalidir. Bireyler arasinda var olan genetik
farkliliklar, ilag alim1 sonucunda olusan etkiler, ilacin aktivitesi tizerinde biiyiik etkiye
sahiptir. Farmakogenomik testler ile hastaya uygun olan ilag ve doz tercihi yapilarak
hastaya etkisi olmayan ilaglara harcanan biit¢ede ve olusacak yan etkilerin sagaltimi i¢cin
harcanan biitgede 6nemli kiigiilmeler saglanmaktadir (Lledo ve ark., 2014).

VEGF (Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii) anjiogenezde onemli role
sahiptir. Anjiogenez, embriyonik gelisimde ve yara iyilesmesinde oldugu kadar ayrica
kadin iireme sisteminde ve kemigin olusumunda, sekillenmesinde ve biiylimesinde de
onemli bir rol oynamaktadir. Ozellikle, VEGF ile iliskili olarak vaskiiler gegirgenligin
artmas1 yumurtaliklarin asir1 uyarilmasi sendromu ile iliskilendirilmistir (Hanevik ve
ark., 2012; O'Brien ve ark., 2014; Nouri ve ark., 2014).

Biz bu nedenle ¢alismamizda, yardimci iireme tekniklerinde kaliteli yumurta
elde edilemeyen olgularda VEGFR (VEGF Reseptorii) genetik varyantlarimin yumurta
olusumu-ovulasyona etkisini incelemeyi amacladik. ilgili hormon ya da hiicre ici
haberci molekiiliin yeterince var olmasi durumunda bile reseptériin yapisinda olusmus
olan genetik bir defekt nedeniyle reseptorle etkilesime gecememesi, gereken cevabin
olusmamasmma ya da gerekenden fazla cevap olusumuna neden olabilmektedir.
Dolayistyla ilacin etkisi kisiden kisiye farklilik gostermekte, ayni doz ilag farkli kalitede
yumurta olusturmasma neden olabilmektedir. Bu ¢alismada da VEGFR genlerindeki

degisimlerin ovulasyona etkisini incelemeyi amagladik.



2. GENEL BILGIi

Infertilite, en az 12 ay herhangi bir korunma ydntemi uygulamaksizin basarisiz
gebelik durumudur (Zegers-Hochschild ve ark., 2009). Diinya ¢apinda 80 milyondan
fazla ¢ift ve dogal yolla ¢ocuk sahibi olmada zorluk ¢eken c¢iftlerin %10 u kisirdir ve
yardimct lireme teknigi kullanilarak tedavi edilebilir (Rosenbluth ve van Voorhis,
2011). in vitro fertilizasyon (IVF) en ¢ok kullanilan ve basarili bir yardimci iireme
teknigidir. IVF kompleks ve ¢ok asamali bir siiregtir. Gonadotropinlerle kontrolli
ovaryen stimulasyonu (COS) sonrast oositler toplanir. Ddllenme ve embriyo
boliinmesinden sonra embriyolar implantasyon i¢in rahime aktarilir veya gelecek
implantasyon girisimleri i¢in dondurularak saklanabilir. IVF basarisi i¢in biitiin bu
asamalar kritiktir.

COS’nin amaci, giivenli bir sekilde transfer i¢cin en uygun kalitede ve sayida
embriyo segcmemizi saglamaktir (Boudjenah ve ark., 2012). Yaklasik olarak 8-10 oosit
alisilmis COS protokollerinde basarili bir sonug igin optimal 6n kosul olarak kabul
edilmektedir. Son zamanlarda, basar1 oranlarin1 maksimize etmek i¢in yumurta sayisi
yaklasik 15 olarak yayimlanmistir (Sunkara ve ark., 2011). Ancak yumurtalik cevabi
yumurtalik uyarmmi yapilan kadinlar arasinda yaygin olarak degismektedir. IVF
uygulanan yaklasik %9-24 oraninda kadin ovaryen stimulasyondan beklenenden daha
kotii cevap verir. Diger taraftan yiiksek cevaplar ovaryen hiperstimiilasyon sendromuna
(OHSS) yol agar (Oehninger, 2011).

2.1. Ovaryen Hiperstimiilasyon Sendromu (OHSS)

Ovulasyonun gonadotropinler ile uyarilmasi infertilite tedavisinde goriilen en
onemli gelismelerden biridir. Gonadotropin uygulamasi basarili olmakla birlikte ciddi
komplikasyonlara yol agabilmektedir. Ovaryen hiperstimiilasyon sendromu, o6zellikle
asilama ve tiip bebek tedavilerinde, yumurta gelistirme ve catlatma i¢in uygulanan
gonadotropin ilaglarmin kullanimu ile viicudun ilaca asir1 tepki vermesidir.

Ovaryen hiperstimiilasyon sendromu eksojen gonadotropin uygulamasi sonucu
olusabilen ve hayati tehdit edebilen iatrojenik bir komplikasyondur. OHSS asir1 insan
koryonik gonadotropin artist ile beraber olan durumlarda da (¢ogul gebelikler, molar
gebelik) ve klomifen sitrat ile indiiklenmis sikluslarda da gézlenebilir (Speroff ve Fritz,
2007).



2.1.1. Risk Faktorleri
Cesitli faktorlerin birbirinden bagimsiz olarak OHSS gelisme riskini arttirdigi

gosterilmistir. Bunlar:

Yas <30

Yiiksek serum Gstrojen seviyesi (>2000 pg/ml) (Navot ve ark., 1988)

Daha 6nce OHSS olma durumu

IVF sonrasi luteal fazi desteklemek i¢in progesterona karsit olarak hCG
(insan koryonik gonadotropin) verilmesi (Navot ve ark., 1992)

Polikistik overler (ultrason muayenesinde 24’den fazla antral folikiil)
(Brinsden ve ark., 1995)

Over stimiillasyonu sirasinda ultrasonda ¢ok sayida kiiciik folikiil (8 — 12
mm) varhigi (Enskog ve ark., 1999)

Fazla sayida oosit toplanmasi (>20) (Asch ve ark., 1991)

Yiksek anti-miillerian hormon (>3.36 ng/mL) (Lee ve ark., 2008)

2.1.2. OHSS’nin Onlenmesi
Yapilan ¢alismalar sonucuna gére OHSS nin 6nlenmesinde ‘ON KURAL’dan

bahsedilmektedir (Rizk, 1993):

1.

o o~ w0

hCG vermeme (en genel metod)

hCG’yi geciktirme

Ovulasyonu tetiklemek i¢cin GnRH-A kullanimi

Folikiiler aspirasyon

Luteal faz destegi i¢in progesteron

Embriyo dondurma ve daha sonraki sikluslarda dondurulup ¢6ziilmiis
embriyolarin tekrar yerlestirilmesi

PCOS’ta (Polikistik over sendromu) step-up protokoli ve LOD
(laporoskopik ovaryen delme)

Oositlerin atilimi sirasinda albumin verilmesi

IVF programinda hCG verilmesinden 35 saat sonra overyan folikiillerin en

iyilerinin alinmasi

10. Glukokortikoid verilmesi



2.1.3. OHSS Smiflandirmasi
Literatlirde birgok OHSS smiflandirmasi bulunmaktadir. OHSS’nin

seviyesi farkli klinik belirti gosterir (Tablo 1).

Tablo 1. OHSS siniflandirmasi (Mathur ve ark., 2007)

SEVIYE BELIRTILER
Hafif OHSS Abdominal siskinlik
Hafif abdominal agr1
Over genisligi genellikle 8 cm'den az
Orta OHSS Orta abdominal agri
Mide bulantisi, kusma
Ultrasonda asit belirtisi
Over genisligi genellikle 8 — 12 cm
Siddetli OHSS Klinik bulgularda asit varligi (bazen hidrotoraks)
Oliguri
Hemokonsantrasyon (Hematokrit>%45)
Hipoproteinemi
Over genisligi 12 cm'den fazla
Kritik OHSS Genis asit veya genis hidrotoraks

Hematokrit > %55
WBC > 25000/mL
Oliguri / Anuria
Tromboembolizm

Akut respiratuar distres sendromu(ARDS)

2.2. Genetik Varyasyonlar

her

Kontrollii ovaryen hiperstimilasyon (COH) ile ilgili farkli gen bolgelerinde

calisilan bir¢cok genetik varyasyon bulunmaktadir (Tablo 2).



Tablo 2. Kontrollii ovaryen hiperstimilasyon ile ilgili calisilan genetik varyasyonlar

Genetik Varyasyon

Protein yada

Kromozom
Gen rs Kodlayan Temel Bulgu Referans
Bolgesi o
numarasi Dizi
Varyasyonu
S680 alleli olan hastalarda
stimulasyon faz siiresince daha Desai ve
rs6166 N680S fazla FSH gereklidir. ark.,
-29 pozisyonunda AA genotipi olan 2013
FSHR 2p21 )
kadnlar daha fazla FSH’a ihtiyag ~ Desai ve
rs1394205 -29 G/A duyarlar. Diisiik E2 diizeylerine sahip  ark.,
olup daha az folikiil iiretir ve alinan 2011
oositin diisiik sayida oldugu gériilir.
Haavisto
WS8R (rs1800447) ve 115T
ve ark.,
rs1800447 WS8R (rs3439826) varyantlarini tagtyan 1995
LHB 11p13 kadmlar daha az oosit alindig1 o
Alviggi
rs3439826 115T zaman, daha yiiksek FSH «
ve ark.,
tiikketimine ihtiyag duyarlar.
yag a 2009
Bentov ve
ark., 2012
C varyant tagtyict durumu, OHSS ~ Haasl ve
LHCGR 2p21 rs4073366 +28G>C gelisiminin {i¢ kat artig riski ile  ark., 2008
iligkilidir. O Brien
ve ark.,
2013
CC genotipi tagiyan hastalarda
rs2234693 -397T>C olgun oositler, dollenme orani,
Altmie
kaliteli embriyolar ve folikiiller
ve ark.,
daha yiiksek sayidadir. 2007
ESR1 6925 rs9340799 -351A>G GG genotipi tastyan hastalarda
Ayvaz ve
fertilizasyon orani yiiksek ve olgun c
ark.,
oositler yiiksek sayidadir. 2009
rs3138774 (TA)n Daha uzun TA tekrarlar1 daha iyi

COH sonucu ile iligkilidir.




Tablo 2 (devam). Kontrollii ovaryen hiperstimilasyon ile ilgili ¢aligilan genetik varyasyonlar

Genetik Varyasyon

Protein yada

Kromozom
Gen rs Kodlayan Temel Bulgu Referans
Bolgesi o
numarasi Dizi
Varyasyonu
Hanevik ve
AMH 19p13 rs10407022 149S AMH Ser ve AMHR?2 -482G « 2010
ark.,
allel tagiyan kadinlarda FSH'nin )
Yoshida ve
AMHR2 12q13 rs2002555 -482A>G folikiiler duyarlilig artmstir.
ark., 2014
Hatzi ve
Uzun SHBG (TAAAA)n tasiyan
. . ark., 2011
SHBG 17913 rs6761 (TAAAA)N kadinlarda folikiil ve oosit
da bir artis edizl i<t Lazaros ve
sayisinda bir artis gézlenmistir.
Y vE ; ark., 2012
Kisa CYP19A1 alel tagiyicilart
COH stiresince gonadotropin Lazaros ve
CYP19A1 15921 rs60271534 (TTTA)N o o
yonetimine daha fazla ihtiyag ark., 2013
duyarlar.
Laanpere
ve ark.,
Heterozigotlarin homozigotlara 2011
MTHFR 1p36 rs1801133 677C>T kiyasla daha uygun sonuglara ~ Machac ve
sahip olduklar1 goriiniir. ark., 2006
Thaler ve
ark., 2006
Morén ve
rs58995369 - 673C>T ark., 2006
rs3810682 -9C/G Haplotip TGGA, OHSS olan Hanevik ve
BMP15 Xpll
rs3897937 IVSI+905 hastalarda daha yiiksektir ark., 2011
rs6165 N103S Wang ve
ark., 2010
A alleli zayif COH ve IVF Wang ve
GDF-9 5931 rs10491279 546G>A
sonuglartyla iligkilidir. ark., 2010




Tablo 2 (devam). Kontrollii ovaryen hiperstimilasyon ile ilgili ¢aligilan genetik varyasyonlar

Genetik Varyasyon

Kromozom Protein yada
Gen rs o Temel Bulgu Referans
Baolgesi Kodlayan Dizi
numarasi
Varyasyonu
AA genotipi, COH sonrasi .
) ) Ruiz-Sanz
SOD2 6925 rs4880 AleV toplam oosit sayis1 ile daha
ve ark., 2011

fazla iligkilidir.

A72 i¢in homozigot olan
kadinlarin PP homozigot ve  Boudjenah
p53 17p13 rs1042522 P72R .
heterozigot olan kadinlardan  ve ark., 2012

daha fazla sayida oositi vardir.

2.2.1. Folikiil Stimiile Edici Hormon Reseptorii (FSHR)

Insan {iremesinde FSH anahtar bir hormondur. FSH ve FSH reseptorii (FSHR),
yumurtalikta steroidogenez diizenlenmesi ve folikiiler gelismede biiylik rol oynar
(Dupakuntla ve Mahale, 2010).

FSHR geni kromozom 2p21 iizerinde lokalizedir ve 54 kb’lik bolge kapsar
(Gromoll ve ark., 1994). On ekzondan olusur (Simoni ve ark., 1997). Yaklasik 1000
SNP FSHR geninde bulunur fakat yalniz sekizi ekzondadwr. Bunlarin 6’s1
nonsemptomatik ve diger iki 307 (rs6165) ve 680 (rs6166) kodonlar ekson 10’da
lokalizedir ve ovaryen yantt ile ilgilidir. Kodon 307 hiicre dis1 bolgede ve kodon 680
hiicre i¢i bolgede bulunur. Her iki SNP, proteinin 6zelliklerini degistirir ve FSH yanitin1
modifiye ederek gen fonksiyonunu etkileyebilmektedir (Simoni ve ark., 2008). Treonin
(T) 307. pozisyondaki alaninin (A) yerine gegebilir ve serin (S) 680. pozisyondaki
asparjinin (N) yerine gegebilir. Bu polimorfizm T307-N680 ve A307-S680 en sik allelik
kombinasyonlar1 ile sonuglanan linkaj dengesizligi i¢indedir. Calismalarin ¢ogu
neredeyse sadece kodon 680 polimorfizmleri {izerine odaklanmistir. Bu polimorfizmler
FSH uyarisina reseptor yanit1 degerlendirmek i¢in ¢alisilmaktadir. Benzer pikli estradiol
seviyelerini elde etmek i¢in COS i¢in gerekli FSH nin miktar1, gonadotropinlerin kotii
yanitt1 ve S680 aleli icin FSH’nin diisiik duyarlilik gosteren, pozisyon 680°de N/N
genotipli kadinlarda daha diisiiktiir (Perez Mayorga ve ark., 2000). S680 alleli olan
hastalar, folikiiler fazda daha fazla FSH’a ihtiya¢ duyar (De Castro ve ark., 2004; Jun ve



ark., 2006; Sudo ve ark., 2006; Sheikhha ve ark., 2011). S/S grubundan alinan oosit
basima estradiol seviyesi hCG uygulandigi zamanda N/S ve N/N gruplarmin diizeyleri
ile karsilagtirildiginda 6nemli 6lgiide diistiktiir.

Uyarim ve embriyo implantasyonu potansiyel oosit yardimimni degerlendirmek
icin en iyi modeldir. Dondrler, normal yumurtalik fonksiyonu benzer olan geng yastaki
kadmlardir. Ilgingtir ki verimli yumurta donérleri iizerinde yapilan bir ¢alisma, S/S
grubunda gonadotropin dozu daha yiikksek ve COS’da oositlerin diger genotip
gruplarindan daha diisiik oldugunu gosteren onceki ¢aligmalarla ayni sonucu vermistir
(Lledo ve ark., 2013).

Yao ve arkadaglarinin meta analizlerinde belirtildigi gibi, S/S grubunda daha
yiiksek gonadotropin tiikketimi, S/S genotipli hastalarin bazal FSH diizeylerinin artmasi
ve daha yiiksek FSH dozu istemesi gercegiyle agiklanabilir (Yao ve ark., 2011). Bazi
aragtirmalar, farkli toplumlarda bu bulguyu onaylamislardir (Sudo ve ark., 2002; de
Castro ve ark., 2003; Jun ve ark., 2006; Loutradis ve ark., 2006; Livshyts ve ark., 2009).
Bu bulgular S/S varyant1 olan kadinlarin diger varyantlar1 tasiyan kadinlara gére FSH
etkisine daha direngli olduklarini ifade etmektedir (Sudo ve ark., 2006; Sheikhha ve
ark., 2011). Ancak Yao, genotip ve o0o0sit sayisi arasinda iligki bulamamustir. 1VF
tedavisinde bir egilim s6z konusudur: koti yanit verenlerin FSH dozu yeterli sayida
yumurtaya ulagmak i¢in artirilir ve iyi yanit verenlerin dozu hiperstimiilasyonu dnlemek
icin indirilir.

Bugiine kadar yapilan gen degiskenleri ve COS sonucunu inceleyen tek Klinik
calisma, S/S tasiyicilarinin daha diisik FSH duyarliligi, COS protokolleri siiresince
daha yiiksek FSH dozlarmin {istesinden gelebildigini gosteren N680S polimorfizm
etkisinin onceki bulgularmi dogrulamistir (Behre ve ark., 2005). FSHR polimorfizmi
OHSS ile iligkilendirilmistir. OHSS hastalar1 arasinda N/N aleli, semptomlarin
siddetinin bir risk faktorii belirleyicisidir (Daelemans ve ark., 2004). Bununla birlikte
arastirmalar bu bulgular1 ¢ogaltmamustir (d’Alva ve ark., 2005; Kerkelad ve ark., 2007).
Kismen ayni olmayan sonuglar kadinlarin yasma gore agiklanabilir. Bu daha geng
kadmlar i¢in Onerilmistir. S tasiyicilart her dogal devre siiresince ¢ok sayida folikiil
calistiran, folikiil yakic1 bir fenotipe sahiptir. Bu yiizden daha yiiksek OHSS riski
altindadir. Bu sirada ayni bireylerde yumurtalik stok tiikkenmesi, sonraki yasaminda yasa

bagl zayif fenotipik cevap meydana getirebilir (de Castro ve ark., 2005). ileri



aragtirmalar, OHSS’de FSHR polimorfizminin roliinii a¢ikliga kavusturmak igin
gereklidir.

FSHR ifadesinin seviyesi FSH’in etkisi iizerinde etkiye sahiptir. FSHR geninin
-29(rs1394205) bolgesindeki G/A polimorfizmi gonadotropin over cevabini modiile
edebilir. Daha yiiksek dozda FSH gereksinimi olan -29 pozisyonunda AA genotipine
sahip kadinlarda, diisiikk estradiol diizeylerine sahip, daha az folikiil tretilmekte ve
alinan oositlerin diisiik sayida oldugu gosterilmistir (Desai ve ark., 2013). Bu etki
granuloza hiicreleri iizerinde FSHR’nin ifadesinin azaltilmasina neden olabilir (Desai ve
ark., 2011). Ancak, bu bulguyu dogrulamak i¢in daha biiyiik ¢alismalar gerekmektedir.
FSHR genotipi, COS dongii sonucunu belirleyen 6nemli bir faktordiir. FSHR N680S
genotiplemesi, baz1 ek markerlerle birlikte infertilite tedavisi baglamadan once zayif

yanit tanimlamasi saglayabilir (Simoni ve ark., 2008).

2.2.2. Luteinlestirici Hormon B Alt birimi

FSH ve luteinlestirici hormon (LH) reseptorii, baglanma domaini igerir ve 3 alt
birimi hormon 6zgli iken ortak o alt {inite paylasirlar. LH, oncii folikiiliin folikiiler
gelisimi, luteinizasyon ve ovulasyonun tesvik edilmesinde FSH ile birlikte hareket eder
(Hillier ve ark., 1994). LH B alt birimi LHB geni tarafindan kodlanir, kromozom 11p13
iizerinde lokalizedir ve li¢ ekzona sahiptir. Gendeki polimorfizm tespit edilmistir ve ii¢
kodlayan dizi LH aktivitesinin azalmasinda etkili bulunmustur (Haavisto ve ark., 1995).
WS8R (rs1800447) ve 115T (rs3439826) varyantlar:1 tasiyan kadmlardan daha az oosit
almirken daha yliksek FSH dozu gerektirir (Alviggi ve ark., 2009). Bu varyanti tasiyan

kadinlar COS sirasinda harici LH takviyesinden yararlanabilecektir.

2.2.3. LH Reseptorii

LH reseptorii, hiicre yilizeyinde yer alir ve ligand ile baglanmasi, ovulasyon ve
folikiillerin olgunlagmasi i¢in olanak tanir. LHR, 11 eksondan olusup kromozom 2p21
yer alan LHCGR geni tarafindan kodlanir. LHCGR en az 300 polimorfizm barmdirir,
cinsel gelisim ve fertilite iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir (Bentov ve ark., 2012).
Yeni bir polimorfizmin LHCGR mRNA islenmesinde potansiyel olarak etkileyebilecegi
(rs4073366 +28G>C) tespit edilmistir (Haasl ve ark., 2008). C varyant tasiyict durumu
OHSS gelismesinde ti¢ kat risk artisi ile iliskilendirilmistir (O Brien ve ark., 2013). Bu

bulgu, diger COS populasyonlari i¢in ileri incelemeler gerektirir.



2.2.4. Ostrojen Reseptorleri

COS’da, endojenik olarak iiretilen Ostrojenler folikiilogenez uyarilmasinda
FSH’1n etkisini uzatir. Ek olarak folikiilogenezde Ostrojenler endometriyal hazirlanmada
onemli rol oynar. Ostrojen sinyali dstrojen reseptdr aracilidir. Ostrojen reseptorleri
ESR1(6925) ve ESR2(14q22) tarafindan kodlanmstir

IVF’de uygunan ilk farmakogenetik yaklasim, ESR1 gen polimorfizmlerine
odaklanmustir (Georgiou ve ark., 1997). ESR1 iginde en yaygin ¢aligilan polimorfizmler
intron 1’in -351 (rs9340799) pozisyonundaki A>G, -397 (rs2234693) pozisyonundaki
T>C ve promotor bolgesindeki (TA)n tekrar polimorfizmleridir (rs3138774).

Intron 1°de SNP rs2234693 bolgesinde, CC genotipi tasiyan hastalarda
folikiiller, olgun oositler ve kaliteli embriyolar yiiksek sayida vardir (Altmée ve ark.,
2007; Ayvaz ve ark., 2009). Intron 1 de SNP rs9340799 bolgesinde GG genotipi tastyan
hastalarda fertilizasyon oran1 ve olgun oosit yiiksek sayidadir. Uzun TA tekrarlar1 daha
iyi COS ile iligkilidir.

ESR2 {izerinde +1730 (rs49866938) pozisyonundaki G>A polimorfizm
caligmasi herhangi bir etki gostermemistir (Altmde ve ark., 2007). Ancak Onceki
caligmalarda (De Castro ve ark., 2004; Boudjenah ve ark., 2012; Anagnostou ve ark.,
2012) ESR2 ve farkli genleri igeren bir multigenik model, kontrollii over stimiilasyonu

sonucu ile ilgili olan hipotezi destekler.

2.2.5. Anti Miillerin Hormon & Reseptor

Anti miillerin hormonu (AMH) serum konsantrasyonu over rezervi ve uyariya
ovaryen cevabin bir gostergesi olarak gittikce artan diizeyde kullanilmaktadir (Nelson
ve ark., 2009). AMH, AMHR?2 yoluyla etkisini ortaya koyar. AMH, AMHR2 kodlayan
genleri sirastyla kromozom 19p13 ve 12p13 iizerinde yer almaktadir.

Normogonadotropik kadinlar iizerinde yapilan ¢alismada AMH geninde 149S
(rs10407022) SNP ve AMHR2 geninde -482A>G (rs2002555) polimorfizmi menstural
dongiisti sirasinda estradiol konsantrasyonlarmdaki artis ile iliskili bulunmustur. Bu,
FSH’nin artmig folikiiler duyarliliginm bir Olgiisiinii temsil edebilir. Yumurtalik
uyarilmasinda herhangi bir SNP ile yiiksek yada diisiik cevap arasindaki iliskide bazi
uyumsuzluklar vardir (Hanevik ve ark., 2010; Yoshida ve ark., 2014). Daha genis

arastirmalar bu sonuglara agiklik getirmek icin gereklidir.
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2.2.6. Seks Hormon Baglayic1 Globulin (SHBG)

SHBG hedef dokulara seks steroid hormonlarinin baslica plazma tagima
glikoproteinini olusturmaktadir. Gen kodlayan SHBG kromozom 17pl13 iizerinde
lokalizedir. Gen promotoriiniin 5-sinirinda kendi transkripsiyonel aktivitesini etkiledigi
gosterilmis. Bir pentaniikleotid (TAAAA)n tekrar polimorfizmi (rs6761) tanimlanmigtir
(Hogeveen ve ark., 2001). Onceki galismalar SHBG ve ovaryen yanitina TAAAA
tekrarlarmin uzunlugu arasinda anlamli bir iligki oldugunu gdstermislerdir (Hatzi ve
ark., 2011; Lazaros ve ark., 2012). Kesim aleli olarak sekiz tekrarlar kullanilarak, kisa
SHBG (TAAAA)n alel homozigotu ile karsilastirildiginda uzun SHBG (TAAAA)N allel
homotigotlarini tagiyan kadinlarda, folikiil ve oosit sayisinda artis gozlenmistir. Biiyiik

populasyon ¢alismalari bu bulguyu dogrulamaktadir.

2.2.7. CYP19

Intrafolikuler steroidler ve onlarin metabolizmalar1 folikiiler biiyiime icin
onemlidir. Intrafolikiiler Ostrojen iiretimi, substrat olarak aromataz katalitik etkisi
altinda teka hiicrelerinde sentezlenen androjenler kullanilarak folikiiler graniiloza
hiicrelerinde ger¢eklesmektedir. CYP19A1 olan aromataz, kromozom 15¢21 bolgesinde
bulunur. Intron 4’deki bir tetraniikleotit(TTTA) tekrarlar1 polimorfizmi (rs60271534)
steroid hormon diizenlemesi ile ilgilidir (Xita ve ark., 2010). Daha kisa TTTA tekrarlari
tastyan kadmlar daha diistik 6strojen konsantasyonlar1 ve azaltilmis aromataz aktivitesi
gosterirler. Kisa CYP19A1 allel tasiyicilar1 uzun CYP19A1 alel tasiyicilarinda
gozlenenlerde oldugu kadar yiiksek folikiil sayilar1 elde etmek icin COS esnasinda daha
yiiksek gonadotropin verilmesini gerektirir (Lazaros ve ark., 2012; Lazaros ve ark.,
2013). Daha genis ¢alismalar COS sonucu lizerinde aromataz gen varyantlari etkisini

netlestirmek igin gereklidir.

2.2.8. Metilen Tetrahidrofolat Rediiktaz (MTHFR)

MTHFR(1p36.3) metionin homosistein remetilasyonu kullanilan folatin
birincil  dolasim  formuna, 5-metiltetrahidrofolati1  5,10-metilentetrahidrofolata
doniisiimiinii katalizleyerek folat ve homosistein metebolizmasinda merkezi bir rol
oynar. Folat olgunlagsmamis folikiilleri etkileyen erken folikiil gelisimi sirasinda

meydana gelir ve hizli hiicre biiyiimesi donemlerinde 6nemlidir (Twigt ve ark., 2011).
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677C>T MTHFR polimorfizmi (rs1801133) aktivitesi azaltilmis olan kararsiz
bir enzime yol agar. Heterozigot bireyler, homozigotlar ile karsilastirildiginda daha
olumlu sonuca sahip goriinmektedir. Ancak, MTHFR {izerindeki C677T polimorfizmi
ile COS sonuglar1 arasindaki iliskide bazi uyumsuzluklar vardir (Machac ve ark., 2006;
Thaler ve ark., 2006; Laanpere ve ark., 2011). Hamile kalmaya calisan kadinlarin biiyiik
cogunlugu, ¢eliskili sonuglar i¢in bir ¢dziim olan folat takviyesi almay1r denemektedir.
Follikiilogenezde folatin katilimi goz oniine alindiginda, MTHFR polimorfizmleri COS
tepkisinde daha fazla incelenmelidir.

2.2.9. Kemik Morfolojik Protein 15 (BMP15)

BMP15, gelisimin yoniini kontrol eden proteinlerin TGF-f siiper ailesinin bir
iiyesidir. BMP15 kodlayan gen Xpl1.2 {izerinde yer almaktadir. Hayvan modellerine
gore, azaltilmig BMP15 diizeyleri, graniiloza hiicrelerinde daha yiiksek FSHR diizeyi,
yiiksek Ostrojen diizeyi, artirilmig folikiil tiretimi ve OHSS ile iligkili olas1 bir yan
etkinin goriilmesi ile sonuglanabilir (Guéripel ve ark., 2006).

BMP15 genindeki bir SNP daha az biyoaktif protein olusturur ya da teorik
olarak FSH folikiilerinin duyarlililigi artirarak salgilanmasini inhibe etmektedir. Aktive
edici bir SNP ters etki yapabilir. FSH ve OHSS’de over yanit1 tahmin edebilen dért SNP
(-673C>T, rs58995369; -9C/G, rs3810682; IVSI +905, rs3897937; N103S, rs6165)
BMP15 geninde tespit edilmistir (Moron ve ark., 2006). Ek olarak, baska bir ¢alismada,
-9G alleli ve gonadotropin uyariminda yiiksek yanit arasinda bir iliski rapor edilmistir
(Hanevik ve ark., 2011). Bu sonuglar, insanlarda ostrojen ve folikiil {iretimini
etkinlestirmek i¢in yeni bir yolun varhigmi desteklemektedir. Bu sonu¢ bagimsiz

arastirma gruplar1 tarafindan onaylanmistur.

2.2.10. Biiyiime Farkhlasma Faktorii (GDF9)

GDF9 TGF-p siiperailesine aittir ve tercihen insan oositlerinde ifade edilir.
GDF9 folikiiler apoptozu inhibe eder, graniiloza hiicre ¢ogalmasi ve kiimiiliis hiicre
genislemesini uyarir ve oosit ve embriyo gelisimini artirir. GDF9 geni kromozom
5q31.1 bolgesinde bulunmaktadir. GDF9 geni 546G>A polimorfizminde (rs10491279)
A aleli, azalmis ovaryen rezervi olan kadinlarda zayif COS ve IVF sonuclari ile
iligkilidir (Wang ve ark., 2010). TGF-p st familyasmin genlerindeki polimorfizmler,

folikiilogenezdeki TFG-f iist familyas: iiyelerinin dnemli rolleri sayesinde, adaylara
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COS sonuglarinda umut vermektedir. FSH’in farkli yanitinda GDF9 polimorfizminin

iligkisi daha da arastirilmalidir.

2.2.11. Siiperoksit Dismutaz 2 (SOD2)

SOD2 serbest siiperoksit radikallerinin detoksifikasyonunu katalizleyen, redoks
hasarma kars1 korunmada rol oynayan bir mitokondriyal enzimdir. COS oksidan-
antioksidan bir dengesizlik olusturur (Aurrekoetxea ve ark., 2010). SOD2’nin COS’un
farkli tepkilerinde rolii vardir. SOD2 geni 6g25’de lokalizedir. Al16V (rs4880)
polimorfizmi tespit edilmistir. Pozisyon 16’daki bir valin etkinligini azaltarak protein
yapisinda yapisal bir degisiklik {iretir. Ilging olarak rs4880 polimorfizminde AA
genotipi COS uygulamasinda yiiksek sayida oosit elde edilmesi ile iliskilidir. (Ruiz-
Sanz ve ark., 2011). Ancak bu bulguyu dogrulamak ic¢in biiyiikk populasyon
calismalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.2.12. p53

p53 tiimor supresor proteini somatik hiicrelerin genomik stabilitesini korumada
kritik rol oynar. p53 tiimor supresor geni kromozom 17p13 tizerinde lokalizedir ve 11
exondan olusur. p53 genindeki codon 72’nin ikinci pozisyonda bulunan bir SNP, G
allelden elde edilen atasal bir C allelden olusur. Kodon 72’de C allelin varhig: prolin ile
sonuglanirken, G allelin varlhigi arjinin ile sonuglanir. p53° {in kodon 72 polimorfik
formunda 6nemli farkliliklar p53*in (rs1042522) biyolojik aktivitesini etkileyebilir.

p53 proteininin R72 varyant1 P72 formundan daha belirgin sekilde etkindir.
Onceki c¢alismalar, P72 polimorfizminin tekrarlayan implantasyon basarisizlig1 ve
gebelik kaybi igin bir risk faktorii oldugunu gosterir (Lledo ve ark., 2014).

Oogenez iizerinde p53°lin fonksiyonel etkileri heniiz arastirilmamis olsada
diisiik p53 aktivitesinin folikiilogenez sirasinda biiyiilk DNA hasari ile iligkili olmasi, bir
hipotez olabilir. Son zamanlarda yapilan bir ¢alisma, A72 i¢in homozigot olan
kadinlarm oositlerinin PP homozigot veya heterozigot olan kadinlara gére fazla sayida

oldugunu gostermistir (Boudjenah ve ark., 2012).
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2.3. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

2.3.1. VEGF Ailesi ve Uyeleri

OHSS’nin olugmasindaki nedenler arasinda ilk aday, vaskiiler endotel
gecirgenlik faktori (VPF) olarak da adlandirilabilen VEGF’dir ve hCG bagimli ovaryen
anjiogeneziste en onemli mediatordiir (Senger ve ark., 1983; McClure ve ark., 1994).
Ayrica hCG eklendikten sonra graniiloza hiicrelerindeki VEGF mRNA seviyesinin
arttig1 bilinmektedir (Yancopoulos ve ark., 2000; Bikfalvi, 2004).

Ozellikle endotel hiicrelerine dzgiil olan VEGF, multifonksiyonel bir biiyiime
faktor ailesidir. VEGF ailesi ilk olarak 1980’lerde bulunmustur. ilk yapilan calismalarda
tek bir iiyeden olustugu disiiniilmekteydi. Ancak daha sonra yapilan calismalar
VEGF nin birgok iiyesi olan bir aile oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

VEGF ailesinin VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, PIGF
(Plasental biiyiime faktorii) ve yilan zehiri VEGF i (SVWEGF, VEGF-F) adi verilen
yedi iiyeden olustugu gorilmistir (Sekil 1). Tim iyeler; viicutta olusan bir¢ok
fizyolojik (vaskiilogenez, anjiogenez vb.) ve patolojik olayda (kanser, neovaskiiler
hastaliklar veya kronik inflamatuar hastaliklar vb.) rol oynamalarindan dolayir son

yillarda oldukga popiiler olmuslardir (Yancopoulos ve ark., 2000).

VEGF-Aq21

VEGF-Aq45

VEGF-A1ss5
VEGF-B1g7

VEGF-Aqgg VEGF-C
VEGF-B1gg VEGF-E
PIGF-1,2 VEGF-A20g VEGF-D

S . W

@
3
” ) - ;E o il
== |
B 5 [ ] 2
VEGFR1 NRP-1 VEGFR2 VEGFR3 NRP-2

(Fit-1) (FIk-1/XDR) (Fit-4)

Sekil 1. VEGF ligandlar1 ve ilgili reseptorleri (Byrne ve ark., 2005)
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VEGF-A

Insan VEGF geni yani VEGF-A, kromozom 6p21.3 iizerinde yer alir. (Zhao ve
ark, 2008). VEGF-A geni, 7 intronla birbirinden ayrilmis 8 ekzona sahip 45 kD
biiyiikliigiinde bir gendir (Senger ve ark., 1986).

VEGF gen ailesi i¢inde en fazla ¢calisma yapilan VEGF-A izoformu, hipoksi ile
aktive olabilen tek tiyedir. VEGF-A’nin tespit edilen 9 farkli izoformu tanimlanmustir:
VEGFi21, VEGFi45, VEGF1s, VEGFi62, VEGFi65, VEGFi655, VEGF183, VEGFig9,
VEGF,06 (Klaiser, 2006).

[zoformlarin heparine baglanma 6zellikleri farklilik gosterir. En kiigiik izoform
olan VEGF;; harig¢ hepsi heparine baglanabilmektedir. VEGF121, VEGF145 ve VEGF 145
izoformlar1 salgilandiginda kolayca difiize olur ve erimis formlar1 sivilarda kolayca
saptanabilmektedir (Zachary, 1998).

Bu izoformlar i¢cinde en ¢ok bulunan ve heparine baglanan VEGF 65 hem hiicre
ici etkinligi hem de hiicre dis1 makrikse baglanma 6zelligi olan izoformdur (Klaiser,
2006). Biiyiik izoformlar olan VEGFig9 Ve VEGF,s ise depo izoform olarak
adlandirilirlar. Salgilandig1 halde hiicre aracili olarak kalir ve varliklari testlerle kolayca
saptanamaz.

VEGF,p6, yaklagik 34-46 kDa agirliginda ve VEGF iin orijinal karakteristik bir
formudur. Ayrica homodimerik bir glikoproteindir (Thomas, 1996; Zachary, 1998).
VEGFg9 heparin ve heparan siilfat proteoglikanina baglanmayi tetikler ve arttirir
(Thomas, 1996).

VEGF-B

Baslangigta VEGF-A ile %23’liik kismi homolog olan bir sinyal peptitinin
boliinmesiyle 186 amino asitlik bir protein olarak olusur. Daha sonra ekson 6
bolgesinde olusan alternatif splayzing ile tamamen farkli 167 amino asitli proteine
dontigiir (Ortega ve ark., 1998). VEGF-B, VEGFR-1’e (vaskiiler endotel biiyiime
faktorli reseptorii-1) baglanarak monositlerin aktivasyonunda ve farklilagmasinda rol

oynar (Clauss, 2000).

VEGF-C
VEGF-C, %16's1t VEGF-A ile benzer 388 amino asitten olugsmustur (Ortega ve
ark., 1998). VEGFR-2 ve VEGFR-3'e baglanir, vaskiiler ve lenfatik endotelyal
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hiicrelerde mitojenik etki yapar. Lenfatik damarlarin olusumunda rol oynamaktadir

(Clauss, 2000; Ferrara ve ark., 2003).

VEGF-D

VEGF-D, %31 oraninda VEGF-A ile ayn1 amino asitleri igeren, 334 amino
asitten olusan bir proteindir (Achen ve Stacker, 1998). C-terminal ug¢larinda sisteince
zengin domainler igerir. VEGFR-2 ve VEGFR-3'e baglanir ve VEGF-C ile benzer
islevler yapar (Ortega ve ark., 1998; Clauss, 2000).

VEGF-E
VEGF-E, %25 oraninda VEGF-A ile amino asit dizilimi ayni olan bir
polipeptittir. VEGFR-1'e baglanmay1 basaramaz ama VEGFR-2'ye segici olarak

baglanarak etkisini gosteren gii¢lii bir mitojen ve permeabilite artirict faktordiir (Clauss,
2000).

VEGF-F

VEGEF ailesinin 7. {iyesi olan ve yakin zamanda yilan zehrinden tespit edilen
VEGF-F, VEGF-A;s’in aktivitesini in vivo ve in vitro ortamda bloke etmektedir (Roy
ve ark., 2006).

PIGF (Plasenta Biiyiime Faktorii)

VEGEF ailesi i¢ginde tanimlanan ilk iiyedir. Sinyal peptitlerinin boliinmesi ile
once 131 amino asite sahip olur. Sonra yeni amino asitlerin eklenmesiyle %37 oraninda
VEGF-A ile benzesen, 152 amino asitli son sekli olusur (Ortega ve ark., 1998).
VEGFR-1'e baglanarak etki gosterir (Clauss, 2000)

Ik defa plasentada tespit edilmis, sonra akciger ve kalpte de bulundugu
gosterilmistir. PIGF ekspresyonu akciger kanseri, kolorektal kanser, yara iyilesmesi gibi
baz1 patolojik durumlarda artarken, preeklampside (gebelik zehirlenmesi) diismektedir

(Roy ve ark., 2006).

2.3.2. VEGF Reseptorleri (VEGFR)
VEGF reseptorleri vaskiiler endotel hiicrelerinde ve monosit gibi kemik iligi

kokenli hiicrelerde tespit edilmistir (Shen ve ark., 1993).
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VEGEF ailesinin endotel hiicresinde etki gosterebilmesi i¢in Oncelikle ona

baglanabilmesi gerekir ve baglanabilmek icin de Ozgilil reseptdrleri sentezlemesi

gerekmektedir (Geva ve Jaffe, 2000) (Tablo3).

Tablo 3. VEGF izoformlar1 ve reseptor etkilesimleri (Tammela ve ark.,2005; Holmes ve
Zachary, 2005)

VEGF RESEPTOR ACIKLAMALAR
A VEGFR-1 Endotel hitcrelerinin
VEGFR-2 proliferasyvonu ve artan gécil
NEP-1
NRP-2
B VEGFE.-1 Endotel hiicrelerinin
NERP-1 proliferasyonu ve artan goci
CvelD VEGFR-2 Artan VEGFA ekspresyonu ve
VEGFR-3 VEGFA “va endote]l htcrelermin
tepkisi
PIGF VEGFE-1 Endotel hiicrelerinin
proliferasvonu ve artan gocil

VEGF reseptorleri bes tanedir: VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, NRP-1 ve
NRP-2 (Tablo 4).

Tablo 4. VEGF reseptorleri (Bali ve Bali, 2013)

RESEPTOR ADI
VEGFR1 VEGF- Reseptdr 1 veya Flt 1
VEGFR2 VEGF- Reseptor 2 veya Flk 1
VEGFR3 Flt 4
NRP1 Norofilin 1
NRP2 Norofilin 2

Bu reseptorlerden VEGFR-1 ve VEGFR-2 anjiyogenez ve vaskiilogenezden
sorumlu iken VEGFR-3 de lenfanjiyogenezden sorumludur (Park ve ark., 1994).
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VEGF Reseptor 1 (VEGFR-1)

IIk bulunan, ayrica yiiksek affiniteli reseptdrler: VEGFR-1, Flt-1 (Fms like
tyrosine kinase-1) ve VEGFR-2, kinaz insert domaini igeren reseptor (FIk 1, KDR)’ diir
(Geva ve Jaffe, 2000).

Flt-1 ve KDR reseptorleri VEGF ye yiiksek affinite ile baglanmaktadir. VEGF,
KDR reseptorlerine baglandiginda hiicrelerde kemotaksis ve mitojenik aktivite
uyarilirken, Flt-1 reseptorlerine baglandiginda buna ters etki goriilmektedir. KDR intakt
hiicrelerde tirozin fosforilasyonunu oldukg¢a gii¢lii saglarken, Flt-1°de bu etki daha
hafiftir (Kieser ve ark., 1994).

Reseptorler yaklasik 1300 amino asitten olusur ve amino asitlerin %44’
ortaktir. Ayrica iki boliim igerirler. Birinci boliim, intraselliiler tirozin kinaz domainin
etkinlik alanlarmi igeren hiicre i¢i boliimdiir. ikinci boliim ise, tek kisa membran
kopriileri dizisi ve ligand baglama bolgeleri iceren, 7 adet ekstraselliiler
immiinoglobiilin benzeri domainden olusan hiicre dis1 boliimiidiir (Popovici ve ark.,
1999) (Sekil 2). Bu reseptorler ilk olarak embriyogenez sirasinda sentezlenirler (Gave
ve Jaffe, 2000). Iyilesmekte olan cilt yaralarmdaki neovaskularizasyonda da eksprese
edilmektedir (Shibuya ve ark., 1990).

Immunoglobulin benzen
bélge
Tirozn kinaz {ll H H
V[(}I:ﬂ-l V!OIFN-Q ﬂl’l 3
FiL-1) (KORFIX-1) o

Sekil 2. VEGF reseptorleri (Geva ve Jaffe, 2000)
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VEGF Reseptor 2 (VEGFR-2)

VEGFR-2 (FIk-1/KDR), 200-230 kDa’luk yiiksek affiniteli bir VEGF
reseptoriidiir (Hiratsuka ve ark., 1998). Daha onceden kesfedilmis olan fare fetal
karaciger kinazi-l (FIk-1) ile %85 oraninda ortak bir sekans kimligine sahiptir.
Insanlarda, tirozin kinaz reseptorleri i¢in yapilan endotelyal cDNA taramalar1 sirasinda
tanimlanan bu reseptér, VEGF-C ve VEGF-D i¢in de reseptor gorevi yapabilmektedir.
Endotel hiicrelerinde mitogeneze, kemotaksise ve morfolojik degisikliklere yol agar

(Terman ve ark., 1992).

VEGF Reseptor 3 (VEGFR-3)

VEGFR-3 (Flt-4) reseptor tirozin kinazlarin Flt alt ailesinin bir iiyesidir. Bu
reseptor, embriyonik kalp damar sisteminde ve lenfatik damarlarin gelisiminde
onemlidir ve erigkin dokularmin lenfatik endotelinde gézlenmistir. VEGFR-3, VEGF-C
ve VEGF-D’yi baglarken VEGF-A’y1 baglamaz. Ayrica reseptdriin lenfanjiyogenezi
kontrol ettigi diisiiniilmektedir.

VEGTF Benzeri Reseptorler: Norofilinler

125l-isaretli VEGF kullanilarak yapilan c¢apraz-baglant1 denemeleri,
VEGFR’lere karsilik gelmeyen VEGF reseptorlerin oldugunu goéstermektedir. Bu
reseptorler, VEGF’nin 7. eksonu tarafindan kodlanan domainini tanirlar. Dolayisiyla
VEGFi21’e degilde VEGF165°e baglanirlar. Bu tiir reseptorlerden biri NRP-1 (n6rofilin-
1)’dir. NRP-1, 120-130 kDa agirhiginda bir glikoproteindir. NRP-1’in tiimér kdkenli
hiicreler ve endotel hiicreleri de dahil ¢ok genis bir doku dagilimi vardwr. Fare
embriyolarinda yapilan ¢alismalarda asir1t NRP-1 ekspresyonu embriyoda 17,5. giinde
asir1 derecede fazla kan damarlar1 olusturarak 6liime yol agmaktadir. Bu kan damarlar1
dilate ve hemorajiye yatkindir ve NRP-1 defektif fareler embriyoda 10,5-12,5. giinler
arasinda kardiyovaskiiler anomaliler nedeniyle Olmektedir (Soker ve ark., 1998;
Hiratsuka ve ark., 1998; Sondel ve ark., 1999).

2.3.3. VEGF Geninin Regiilasyonu
VEGF geninin regulasyonunda ¢esitli mekanizmalar 6nerilmistir:
a. Hipokside in vivo ve in vitro olarak HIF (Hipoksi ile indiiklenebilen faktor) ile
VEGF mRNA’ sinin yiiksek ekspresyonudur (Elchalal ve Schenker, 1997). Bir

mekanizma VEGF ve eritropoetinin homolog genlerine dayandirilmaktadir.
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Diger bir mekanizma adenozin A2 reseptOrlerinin aktivasyonunu saglayan,
cAMP artis1 ile sonuglanan adenozin artisidir. Artan CAMP, protein kinaz-A
bagimli yoldan VEGF mRNA {iretimini arttirmaktadir.

b. Sitokin ve biiylime faktorlerinin, VEGF mRNA iiretimi ve protein sekresyonunu
arttrmasidir. IGF-1, VEGF mRNA’smi1 ve protein iiretimini VEGF geninin
transkripsiyon oranini hemde mRNA stabilitesini arttirarak uyarabilmektedir.
Epidermal biiytime faktorii (EGF), TGF-a ve TGF- B, PDGF, bFGF, IL-1 B ve
IL-6, VEGF’yi yiikseltmektedir.

c. Epitelyal ovaryen kanserli hastalarin asit sivilar1 ve plazmasinda LPA seviyeleri
yiksek bulunmustur. LPA, VEGF mRNA ekspresyonunu ve VEGF protein
seviyelerini muhtemelen Edg-4 ve diger LPA reseptorlerini aktive ederek
arttirmaktadir (Kieser ve ark., 1994).

d. Hiicre farklilasmasi VEGF gen iretiminin diizenlenmesinde etkili rol
oynamaktadir. Fibroblast hiicrelerinde tiimor baskilayicit geninin, mutasyon
formu VEGF mRNA ekspresyonunu uyarabilmektedir (Watson ve ark., 1990).
RAS’mn onkojenik mutasyonu veya amplifikasyonu VEGF’iin yiikselmesine
neden olmaktadir. Ayrica bu RAS inhibit6rii olan farnesyl transferaz tedavisi ile
bloke olabilmektedir. Son ¢aligmalarda, VHL tiimor baskilayici geni VEGF gen
ekspresyonunu regiile ettigi bulunmustur. Bir adenilat siklaz aktivatorii olan
LH’m ovaryen granuloza hiicrelerinde VEGF mRNA {iretimini arttrmaktadir

(Kieser ve ark., 1994).

2.4. Farmakogenetik

Bireyler, genleri ve c¢evrelerinin etkilesim  sonucunun riiniidiir.
Farmakogenetik her bireyin ayri genetik yapisi olmasi sebebiyle kisilerin ilaglara
verdigi cevaplarin olusmasinda temel rol oynayan genetik faktorleri inceleyen bir bilim
dalidir (Vogel, 1959).

Kisinin ilag kullanimi sonucunda verdigi yanit birden fazla gen ve gen
iriininlin  rol aldigmin tespitinin yapilan c¢aligmalar sonucu ortaya c¢ikmasi ile
aragtirmalarin gen diizeyinden genom diizeyine kaymasma sebep olmustur. Bunun
sonucu olarak da farmakogenetik terimi yerine farmakogenomik terimi de

kullanilabilecegi belirtilmistir (Baskin, 2007).
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Farmakogenetikdeki amag; ilag etkilesimini tahmin edip buna gore tedavi
ayarlamak, tani testlerini gelistirmek, genetik varyantlar ve ilag cevabi arasindaki
iliskiyi kurmaktir (Loutradis ve ark., 2008). ilaglara yamt olarak bireysel degiskenligin
mevcut oldugu dogrulanmistir (Mutsatsa ve Currid, 2012).

Ovaryen vyanitina farmakogenetik uygulamasi, uyarim basarisini tahmin
edebilir. Ayn1 zamanda kisiye 6zel tedavi amaciyla doz tasarimi ve ayarlamaya katkida
bulunur (Fauser ve ark., 2008). IVF de ovaryen uyarim sonucuna genlerdeki
polimorfizmlerin etkisi ¢esitli gruplar tarafindan analiz edilmistir (Altmie ve ark.,

2011).
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3. MATERYAL VE METOT

Eyliil 2015-Haziran 2016 tarihleri arasinda Ondokuz Mayis Universitesi T1p
Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum servisinde infertilite tanisi konularak tedavi
uygulanmakta olan olgular ¢alismaya dahil edildi. Yardime1 tireme teknikleri uygulanan
olgularin tedavisi sirasinda yumurta takiplerinde fazla sayida yumurta elde edilen 27
olgu calisma grubumuzu olustururken, saglikli gebelik gegiren 30 kadin olgu ¢alismaya
dahil edildi. Tiim olgularin, yaslari, aile dykiileri, FSH, LH, Estradiol hormon sonuglari,
evlilik yili, infertilite tipi, oosit sayis1 gibi bilgileri sorgulayan ayrintili bir anemnez
alindi. Tiim olgular calisma hakkinda bilgilendirilerek calismaya katilmalar1 konusunda
aydmlatilmis onaylar1 alindi. Bu ¢alisma igin Ondokuz Mayis Universitesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu tarafindan onay alindi (Ek 1).

Calisma ve kontrol grubu bireylerinden EDTA’Ll tiiplere alinan kan
orneklerinden DNA’lar saflastirildi. DNA eldesi kit yontemi ile yapildi (NukleoSpin
Kandan DNA izolasyon kiti 74951.50). DNA o6rnekleri ¢alisilincaya kadar -20°C’de

sakland..

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu calismada kullanilan kimyasal maddeler ve temin edilen firmalar asagida
verilmistir.

- Magnezyum Kloriir (MgCl,.6H,0) (Merck)

- EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) (Merck)

- Saf etanol (Riedel-de Haen)

- Taq DNA Polimeraz (Thermo Scientific)

- Primerler (Fermentase)

- dNTP Mix (Thermo Scientific)

- DNA izolasyon Kiti (blood) (NukleoSpin)

- UltraPure™ Agaroz (Prona)

- DNA Ladder (Fermentas)

- 6X Loading Dye Solution (Sigma)

- Etidyum bromid(ETBr) (Sigma)

- Master Mix (One Taq)



3.2. Kullanilan Cihazlar ve Teknik Malzemeler

Asagida verilen ve bu ¢alismada kullanilan cihazlar ve teknik malzemeler,

arastrmanim  yapildigi yer olan Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi

Biyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda bulunmaktadir.

Otoklav (Niive)

Bidistile su cihazi (Niive)

Santrifiij (Sigma 3-15)

Mikrosantrifiij (Hettich)

Hassas terazi (Mettler AJ 100)

Isitic1 (Hotplate)

Otomatik pipetler (Ependorf, Socorex, Rainin)
Yatay elektroforez tanki ve gili¢ kaynagi (Scie-Plas)
Spektrofotometre (Jenway Genova Nano)

UV goriintii analiz sistemi (Biolab)

Buzdolabi (Argelik)

Derin dondurucu (Ariston)

Dijital Is1 Blogu (VWR Digital Hetblock)

Thermal Cycler (Applied Biosystems GeneAmp 9700 PCR System)
Vorteks (Clifton Cyclone)

3.3. Kullanilan Soliisyonlar ve Hazirlanmasi

10XTBE: 108 g Tris, 55 g Borik asit, 40 ml EDTA 0,5 M pH: 8 karistirilip toplam
hacim 1000 ml olacak sekilde bidistile su ile tamamlandi. Oda 1sisinda sakland:.
1XTBE: 100 ml 10XTBE soliisyonu iizerine 900 ml bidistile su eklendi. Oda isisinda

saklandi.

%70 Etil alkol: 70 ml %99,5 etil alkol alinip ve tizerine 30 ml bidistile su eklendi.

Ethidium bromid seliisyonu (10 mg/ml): 1 g ethidium bromid, 10 ml distile su i¢inde

¢oziindii. Isik almayan bir sise iginde +4°C'de saklandi. Calisma soliisyonu, hazirlanan

stok soliisyonundan konsantrasyon 0,5 mg/ml olacak sekilde hazirland1 0°C'de saklandi.
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8.
9.

3.4. DNA izolasyon Yéntemi

3.4.1. Hazirhk
Wash Buffer B5 iizerine 28 ml saf alkol ilave edildi.
Proteinaz K (liyofilize) 1,35 ml Proteinaz buffer ile ¢oziildii.
Elution Buffer BE 70°C’de 1sitild1.

3.4.2. Protokol

Lizis:
1,5 ml ependorf tiiptine 200 pl tiim kan + 25 ul Proteinaz K + 200 pl Buffer B3
ilave edildi.
10-20 sn. kuvvetli vorteks yapildi.
Ornekler 70°C’de 10-15 dk. ya da 30 dk. inkiibe edildi.

DNA Baglanma:
Ornekler iizerine 210 pl saf alkol ilave edildi ve vortekslendi.

Ornekler toplama tiipii igindeki kolonlara aktarild1 ve 11000xg de 1 dk. santrifiij
edildi.

Yikama:
Toplama tiipleri atildi, yeni toplama tiipleri (2 ml) yerlestirildi.
500 ul Buffer BW ilave edildi ve 11000xg’de 1 dk. santrifiij edildi ve toplama
tiipleri atildi.
Yeni toplama tiipleri alind1 ve 6rnekler tizerine 600 pl Buffer BS ilave edildi ve
11000xg de 1 dk. santrifiij edildi.
Alkolii uzaklastirmak i¢in santrifiij islemi bir kez daha yapildi.

Ayrilma:
Toplama tiipleri atild1 ve Ornekleri tasiyan kolonlar 1,5 ul’lik mikrosantrifiij
tiipiine yerlestirildi.
Onceden 70°C’de 1sitilmis olan Buffer BE’den 100 ul ilave edildi.
Oda sicakliginda 1 dk. inkiibe edildi.

10. 11000xg de 1 dk. santrifiij yapild.
11. Kolonlar atildi ve DNA 6rnekleri -20°C’de saklandi.
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3.5. DNA Miktariin Tayini

DNA miktar tayini UV spektrofotometre cihazi ile gergeklestirildi. Cihaz
acildiktan sonra 2 pl distile suyla kdrleme yapildi. Daha sonra 2 pl DNA 6rnegi ile 260
ve 280 nm dalga boylarinda (OD260/280) 6lgiim yapild.

3.6. VEGFR Geni Ekzon 7 Bolgesi PCR Amplifikasyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) reaksiyonu 25 pul’lik total volum
icerisinde, 50-100 ng kalip gDNA, her primerden 0,2-0,4 uM, 1-2 mM 1xPCR Buffer
(Mg?* iceren) ve 0,625 U Taq polimeraz icermekteydi.

Tablo 5. VEGFR geni PCR termal cycler programi

Baslangic Denatiiraston-Baglanma- Uzama

Son Uzama Saklama
Denatiirasyonu (35 Dongii)
94°C 94°C 60-62°C 71°C 72°C 4°C
120 sn. 30 sn. 30 sn. 35 sn. 420 sn. o0

PCR amplifikasyonu Tablo 5’de gosterildigi gibi 6n-1s1 dongiisii 94°C’de 3 dk.
ve sonra 35 dongii 94°C’de 30 sn. denaturasyon, 60-62°C’de 30 sn. baglanma, 71°C’de
35 sn. uzama seklinde gergeklestirilerek ve son uzama 72°C’de 7 dk. seklinde
uygulandi. Daha sonra her PCR f{iriiniinden 5 pl alinarak %2’lik agaroz jele yiikleme

yapildi. Jel gortintiisii analiz edildi ve her reaksiyon DNA dizi analizinde kullanildi.

3.6.1. Primer Dizileri
- Forward (F): 5>-TTTCCAAGACCATAGCTTACCAT-3’
- Reverse (R): 5>-CAGCATCAGCATAAGAAACTTGTA-3

3.7. Agaroz Jelin Hazirlanisi

Calismamiz i¢cin %2’lik agaroz jel hazirlandi. Bunlar i¢in 2 g agaroz tartild.
Erlenmayere alinan agaroz tizerine 100 ml 1XTBE eklenip mikrodalgada iyice
coziinene kadar kaynatildi. Sonradan sogumaya birakilan jelin sicakhigi 80°C’ye
ulaginca iizerine (c¢eker ocak acik haldeyken) 100 pl EtBr (0,5 mg/ml’lik calisma

soliisyondan) eklendi. Jel iyice ¢alkalanip tarag: yerlestirilmis olan jel kabina dokiildii.
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En az 1 saat beklenip jel donduktan sonra taraklar ¢ikarilip jelde olusan kuyulara PCR

iriinleri yiliklendi.

3.8. Yeni Nesil DNA Dizi Analizi (Nextera XT DNA Kiitiiphanesi
Hazirlamasi)

Yeni nesil DNA dizileme yontemi (illumina Miseq) Ondokuz Mayis

Universitesi KITAM (Karadeniz Ileri Teknoloji Arastrma Teknikleri Merkezi)’de

uygulanmistir.

N oo g s~ N

P wbh e

3.8.1. Tagment Genomik DNA

Hazirhk

Asagidaki tagmentation programi termal cycler’a kaydedildi.
Kapak 6n 1sitma opsiyonu secildi.
5 dk. boyunca 55°C’de durdu.
10°C’de bekletildi.

Prosediir
PCR plate’ine TD (Tagment DNA Buffer)’den 10 ul, gDNA’dan 5 ul eklendi.
Karigtirmak i¢in pipetlendi.
5wl ATM (Amplicon Tagment Mix) eklendi ve karistirmak i¢in pipetlendi.
1 dk. boyunca 20°C’de 280xg’de santrifiij edildi.
Termal cycler’a yerlestirildi ve tagmentation programi ¢alistirildi.
5 W NT (Neutralize Tagment Buffer) eklendi ve karistirmak i¢in pipetlendi.
1 dk. boyunca 20°C’de 280xg’de santrifiij edildi.
Oda sicakliginda 5 dk. inkiibe edildi.

3.8.2. Kiitiiphaneyi Cogaltma

Hazirhk
Termal cycler’a asagidaki program kaydedildi.
Kapak 6n 1sitma opsiyonu segildi.
3 dk. boyunca 72°C
30 sn. boyunca 95°C
12 dongti ;
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- 95°C’de 10 sn.,

- 55°C’de 30 sn.,

- 72°C’de 30 sn. yapild.
5. 5 dk. boyunca 72°C’de bekletildi.
6. 10°C’de bekletildi.

Prosediir
1. 24 kiitliphane i¢in; index primerler TruSeq Index Plate Fixture’de asagidaki gibi
diizenlendi.
- TruSeq Index Plate Fixture’iin 1-6 siitunlart index 1 (i7) adaptorleri ile
diizenlendi.
- TruSeq Index Plate Fixture’iin A-D satirlar1 index 2 (i5) adaptorleri ile
diizenlendi.
2. 96 kiitiiphane i¢in: index primerler TruSeq Index Plate Fixture’de asagidaki gibi
diizenlendi.
- TruSeq Index Plate Fixture’iin 1-12 siitunlar1 index 1 (i7) adaptorleri ile
diizenlendi.
- TruSeq Index Plate Fixture’iin A-H satirlar1 index 2 (i5) adaptorleri ile
diizenlendi.
3. Cok kanall1 pipet kullanarak her siitunda asagiya dogru 5 ul index 1 (i7) adaptor
eklendi. Yeni bir turuncu kapak ile her 17 adaptor tiipiin kapag1 degistirildi.
4. Cok kanalli pipet kullanarak her satir boyunca 5 ul index 2 (i5) adaptor eklendi.
Yeni bir beyaz kapak ile her 15 adaptor tiipiin kapagi degistirildi.
5. 5 ul NPM (Nextera PCR Master Mix) eklendi. Karistirmak i¢in pipetlendi.
6. 1 dk.boyunca 20°C’de 280xg’de santrifiij edildi.
7. Termal cycler’a yerlestirildi ve PCR programi c¢alistirildi.
Giivenli saklama i¢in plate sikica kapatilarak en fazla 2 giin boyunca 2°C ile

8°C arasinda tutuldu ya da gece boyunca termal cycler’da birakilabilir.
3.8.3. Kiitiiphane Yikamasi (Clean Up)

Hazirhk

1. Asagidaki sarf malzemeler hazirland:
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- RSB (Resuspension Buffer): -25°C ile -15°C” de muhafaza edilen soliisyon
oda sicakliginda ¢oziildii. 11k ¢dziilmeden sonra 2°C ile 8°C’de muhafaza
edildi.

- AMPure XP Boncuklar: 2°C ile §°C’de muhafaza edilen maddenin
sicakligini oda sicakligma getirmek icin 30 dk. bekletildi.

2. Safetanolden %80’lik etanol hazirland1.

Prosediir
1 dk. boyunca 20°C’de 280xg’de santrifiij edildi.
50 ul PCR {iriinii PCR plate’inden yeni bir midi plate’ye transfer edildi.
30 ul AMPure XP boncuk eklendi.
2 dk. boyunca 1800 rpm’de sallandi.
5 dk. boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.

o ok wbhE

Manyetik bir stand iizerine yerlestirildi ve sivi berrak olana kadar (~2 dk.)
beklendi.

7. Manyetik standdan alind1 ve tiim slipernatant atildi.

8. 200 ul %80’lik etanol ile 2 kez yikandi.

9. 20 pl pipet kullanarak %80’lik tortu EtOH uzaklastirildi.

10. 15 dk. boyunca manyetik stand iizerinde havada kurutuldu.

11. Manyetik standdan alindu.

12. 52,5 ul RSB eklendi.

13. 2 dk. boyunca 1800 rpm’de salland.

14. 2 dk. boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.

15. Manyetik stand tizerine yerlestirildi ve siv1 berrak olana kadar (~2 dk.) beklendi.

16. 50 pl stipernatant yeni bir TCY plate’e transfer edildi.

Bekleme durumunda plate kapatilarak en fazla 7 giin siireyle 15°C-25°C’de

bekletildi.

3.8.4. Kiitiiphanelerin Kontrolii
Yiiksek hassasiyetli bir DNA c¢ipi kullanilarak Agilent Technology 2100

Bioanalyzer seyreltilmemis 1 pl kiitiiphane ile ¢aligtir1ld.
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10.
11.

12.
13.

3.8.5. Kiitiiphanenin Normalizasyonu

Hazirhk

Asagidaki sarf malzemeler hazirlandi:

- LNAL (Library Normalization Additives 1): -25°C ile -15°C arasinda
muhafaza edilen soliisyon ¢eker ocak altinda su banyosu kullanilarak
sicakligl 20°C-25°C’ye getirildi.

- LNB1 (Library Normalization Beads 1): 2°C-8°C’de muhafaza edilen madde
su banyosu kullanilarak sicakligi 20°C-25°C’ye getirildi.

- LNWI1 (Library Normalization Wash 1): 2°C-8°C’de muhafaza edilen
soliisyon su banyosu kullanilarak sicaklig1 20°C-25°C’ye getirildi.

- LNS1 (Library Normalization Storage Buffer 1): Oda sicakliginda muhafaza

edilen soliisyon yine oda sicakliginda kullanild.

Prosediir
Yeni bir midi plate’e 20 pl slipernatant transfer edildi.
15 ml’lik konik tiipe 4,4 ml LNA1 eklendi.
LNBI1 1iyice siispanse edildi ve karistirmak icin pipetlendi.
15 ml’lik konik tiipe 800 ul LNBI1 transfer edildi ve karistirmak igin alt iist
edildi.
Bir ¢ukur i¢ine boncuk karisimi dokiildii ve 45 ul LNA1/LNBI karigimi eklendi.
30 dk. boyunca 1800 rpm’de salland1.
Manyetik bir stand tizerine yerlestirildi ve sivi berrak olana kadar (~2 dk.)
beklendi.
Manyetik standdan alind1 ve tiim siipernatant atildi.
2 kez 45 nl LNW1 ile yikand1.
30 ul 0,1 N NaOH eklendi.
5 dk. boyunca 1800 rpm’de sallandi.
5 dk.’lik eliisyon swrasinda yeni bir 96’lik PCR plate SGP (Storage Plate)
etiketlendi.
SGP plate’ye 30 ul LNS1 eklendi ve bir kenara konuldu.
5 dk.’lik eliisyon sonrasinda biitiin 6rnekler yeniden siispanse oldu ve pipetle

karistirildi.
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14. 5 dk. boyunca 1800 rpm’de sallandi.
15. Manyetik bir stand tizerine yerlestirildi ve sivi berrak olana kadar (~2 dk.)
beklendi.
16. Midi plate’den SGP plate’ye siipernatant transfer edildi.
17. 1 dk. 1000xg’de santrifiij yapildi.
Bekleme durumunda plate kapatilarak en fazla 7 giin -25°C ile -15°C’de

saklanda.
3.8.6. Kiitiiphane Havuzu

Hazirhk
-25°C ile -15°C’de muhafaza edilen SGP plate oda sicaklifinda ¢ozildii ve
karistirmak i¢in pipetlendi.

Prosediir
1 dk. boyunca 20°C’de 1000xg’de santrifiij edildi.
SGP plate’den 5 pul PCR 8-strip tiipe transfer edildi.
Yeni bir ependorf PAL(Pooled Amplicon Library) tiip etiketlendi.
PCR 8-strip tiip igerigi PAL tiipe transfer edildi. Karigtirmak i¢in pipetlendi.

o &~ w0 N oE

Kiitiiphane havuzu, kullandigimiz dizileme aletinin ylikleme konsantrasyonuna
seyreltildi.

6. PAL tiipdeki ve SGP plate’deki kullanilmayan kiitiiphane havuzu en fazla 7 giin
boyunca -25°C ile -15°C’de muhafaza edildi.

3.9. Biyoinformatik Analiz

Yeni nesil dizileme islemi Illumina Miseq ile yapildi. Dizileme sonrasi veriler
[Ilumina basespace iizerinde incelendi. Basespace iizerinden Variant Studio V.1.0.0.
uygulamasi ile vcf dosyalar1 kullanilarak, dizilenen bdlgelerdeki varyasyonlar ve
ayrmtilar1 elde edildi. Buradan elde edilen varyasyon koordinatlar1 alinarak yine
Basespace iizerinden Integrative Genomics Viewer (IGV) 2.1.2. uygulamasma aktarildu.
Bu aplikasyon aracilifiyla da bam ve vef uzantili dosyalar kullanilarak, diziler tizerinde

orneklere ait varyasyon bolgeleri gozle incelendi.

30



3.10. istatistiksel Degerlendirme

SPSS istatistik programi kullanilarak klinik bulgular ile genotipler arasinda
korelasyon analizi yapildi. Ayrica, hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki allel ve genotip
frekanslarini karsilagtirmak i¢in Ki kare, olasilik oranlari (OR) ve P degeri hesaplandi.
SPSS programi (Dean ve ark., versiyon 2.3.1) kullanilarak 57 genotip analizi yapildi
Orneklem sayis1 25’in iizerinde oldugunda Pearson Kikare, 25’in altinda oldugunda ise
Yates Ki kare kullanildi. Orneklem sayis1 5’in altinda oldugunda Fisher exact veya Mid-
P exact uygulandi.

Elde edilen sonuglar; polimorfik bolgeler ile infertilite olusumu arasinda bir

iligkinin bulunup bulunmadig1 amaciyla degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Eyliil 2015-Haziran 2016 tarihleri arasinda Ondokuz Mayis Universitesi T1p
Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum servisinde infertilite tanis1 konularak yardimci
ireme teknikleri ile tedavi goren, fazla sayida yumurta elde edilen 27 hasta ile saglikli
gebe kalan 30 kontrol, toplam 57 kisiden kan alindi. Kontrol ve hasta grubundaki
kisilere goniillii olur formu imzalatildi (EK 2).

Her bir hastanin yasi, infertilite tipi, infertilite nedenleri, evlilik siiresi Tablo
6’daki gibi kaydedildi. Bu bilgilere gére hasta grubunda 1 hastada sekonder, 13 hastada
primer infertilite tipi gozlenirken 13 hastaya ait infertilite tipi bilgilerine ulasilamadi.
Ayrica her bir hastanin infertilite nedenlerine bakildiginda diisiik over rezervi olan 1

hasta, inferilite nedeni agiklanamayan 22 hasta ve 4 hastaya ait bilgilere ise ulasilamadi.

Tablo 6. Hasta grubunun yasi, infertilite tipi, infertilite nedeni, evlilik siiresi bilgileri

Sira Yasi Infertilite Tipi infertilite Nedeni Evlilik Siiresi
1 28 Aciklanamayan 8
2 29 Primer Aciklanamayan 5
3 33 Aciklanamayan 7
4 32 Primer 4,5
5 30 Primer Aciklanamayan 4
6 29 Aciklanamayan 4
7 25 Aciklanamayan 5
8 25 Primer Aciklanamayan 5
9 25 Primer Aciklanamayan 4
10 37 Primer Aciklanamayan 12
11 32 Primer Aciklanamayan 6
12 43 Primer 2
13 26 Aciklanamayan 6
14 38 Aciklanamayan 17
15 30 Primer
16 30 Primer Agiklanamayan 4
17 28 Primer Agiklanamayan 3
18 40 Sekonder Diisiik over rezervi 16
19 27 Aciklanamayan 2
20 30 Aciklanamayan 8
21 25 Aciklanamayan 2




Tablo 6 (devam). Hasta grubunun yasi, infertilite tipi, infertilite nedeni, evlilik siiresi bilgileri

Sira Yagi Infertilite Tipi Infertilite Nedeni Evlilik Siiresi
22 30 Aciklanamayan 15
23 25 Agiklanamayan 6
24 24 Aciklanamayan 4
25 26 Agiklanamayan 8
26 28 Primer 6
27 25 Primer Aciklanamayan 6

Hasta grubuna ait FSH, LH, E2 hormon degerlerine iliskin test sonuclari ile tedavi

sirasinda toplanan oosit sayilarma iliskin bilgiler Tablo 7°deki gibi kaydedildi.

Tablo 7. Hasta grubunun FSH, LH, E2 hormonlar1 ve oosit degerleri

Sira FSH LH E2 Oosit
1 4,58 6,68 36,98 19
2 4 10 36 15
3 7,2 2,7 36 15
4 6,4 8,8 64 13
5 4,7 5,07 44 17
6 5,9 3,76 53 13
7 8,7 11 40 31
8 6,2 7,2 3,7 13
9 7 6 79 25
10 4,1 2,05 35,4 23
11 6 9 34 13
12 5,8 6,38 29 13
13 9,2 7,6 29 13
14 51 4,01 26,6 14
15 6,9 10 51 19
16 6,8 10 42 18
17 4,08 2,1 12 13
18 5,15 19,56 99 17
19 7,1 6,2 45 14
20 6,5 4,8 49 25
21 6,5 4,2 35 16
22 8,5 6,8 41,6 20
23 6,1 4,1 38 17

33



Tablo 7 (devam). Hasta grubunun FSH, LH, E2 hormonlari ve oosit degerleri

Sira FSH LH E2 Oosit
24 4,5 0,7 39 22
25 4,8 52 34 25
26 4,5 3,4 25 32
27 6,39 6,5 54 21

4.1. Hasta ve Kontrol Grubu Demografik Ozellikleri

Calismamizda herhangi bir infertilite sorunu olmayan 30 saglikli kadin kontrol
grubu incelenmistir. Incelenen kontrol grubu Kisilerinin yas ortalamasi, ortanca ve aralik
degerleri Tablo 8’deki gibi hesaplanmis. Bu bilgilere gore kontrol grubu yasi 21 ve 42
arasinda degismekte olup, ortalamasi 30,70+5,396 olarak hesaplanmis ve ortanca degeri

32 yastir.

Tablo 8. Kontrol grubunun ortalama, ortanca, aralik degerleri

Kontrol Grubu (N=30)

Ortalama + SS Ortanca(Min-Maks) Aralhik(Range)

Yas 30,70 + 5,396 32,00 (21-40) 19

Calismada, infertilite tanis1 koyularak yardimci tireme teknikleri ile tedavi olan
fazla sayida yumurta elde edilen 27 hastanin VEGFR geni polimorfizmleri
incelenmistir.

Hasta grubuna ait yas, evlilik siiresi, hemogram, FSH, LH, E2, oosit sayilar1 ve
embriyo sayilarma iliskin 6zelliklerin ortalama, ortanca ve aralik degerleri Tablo 9°da
gosterilmistir.

Hasta grubunun yas1 24 ve 43 arasinda degismekte olup ortalama yas 29,59 +
4,948 olarak hesaplanmis ve ortancasi 29,00’diwr. Evlilik siireleri 2 yil ve 17 yil arasinda
degismekte olup ortalama evlilik siiresi 6,48 olarak hesaplanmis ve ortancasi 6,00 yildir.
Hemogram degerleri 9,30 ve 15,10 arasinda degismekte olup ortalama hemogram

degeri 12,9625 olarak hesaplanmis ve ortancasi 12,95 dir.
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Tablo 9. Hasta grubunun klinik verileri

Hasta Grubu (N=27)

Ortalama + SS Ortanca(Min-Maks) Aralik(Range)

Yas 29,59 + 4,948 29,00 (24-43) 19

Evlilik Siiresi 6,48 + 4,061 6,00 (2-17) 15

Hemogram 12,9625 + 1,36535 12,9500 (9,30-15,10) 5,80

FSH (mIU/ml) 6,0259 + 1,41760 6,10000 (4,00-9,20) 5,20

LH (1U/L) 6,4374 + 3,76936 6,2000 (0,70-19,56) 18,86

E2 (ng/ml) 38,5252 + 18,14024 36,9800 (3,70-99,00) 95,30

Oosit 18,37 + 5,534 17,00 (13-32) 19

Embriyo 9,92 + 4,481 10,00 (2-19) 17

Hasta grubunun FSH degerleri 4 mlU/ml ve 9,20 mlU/ml arasinda degismekte
olup ortalama FSH degeri 6,0259 ve ortancasi 6,100 mIU/ml’dir. LH degeri 0,7 1U/L
ve 19,56 IU/L arasinda degismekte olup ortalama LH degeri 6,4374 IU/L olarak
hesaplanmig ve ortancasi 6,200 IU/L’dir. E2 degerleri 3,7 ng/ml ve 99 ng/ml arasinda
degismekte olup ortalama E2 degeri 38,5252 ng/ml olarak hesaplanmis ve ortancasi
36,98 ng/ml’dur.

Hasta grubunun oosit sayilar1 13 ve 32 arasinda degismekte olup ortalama oosit
sayis1 18,57 olarak hesaplanmis ve ortancasi 17 oosittir. Embriyo sayilar1 ise 2 ve 19
arasinda degismekte olup ortalama embriyo sayis1 9,92 olarak hesaplanmig ve ortancasi
10 embriyodur.

Hastalarm oosit sayisi, embriyo sayisi, yasi gibi demografik karakterleri Tablo
11°de gosterilmistir. Hastalarin yaslarina bakildiginda 959,31t 20-30 yas arasinda,
%40,7’si 30-40 arasindaydi. Oosit sayist 20’nin altinda olanlar %77,8 iken, 20’nin
iistiinde olanlar %22,8 oranindaydi. Embriyo Sayis1 15°in altinda olanlar %44,4 iken %

55,6’smn1n embriyo sayist 15’in iistiindeydi.

4.2. VEGFR Geni Yeni Nesil DNA Dizi Analizi Sonuglari

VEGFR geni rs2305948 mutant bdlgesi ¢alisilan 27 hastanin 25’sinin (%50,0)
CC homozigot, 2’sinin (%28,6) CT heterozigot; 30 kontroliin ise 25’inin (%50,0) CC
homozigot, 5’inin (%71,4) CT heterozigot oldugu tespit edildi (Tablo 10).
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Hasta ve kontrollerin genotip ve allel sikliklar1 karsilastirildiginda rs2305948
bolge agisindan istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmadi (p>0,05). Genotiplerden
CC+CT’ye karsilik TT veya CC’ye karsilik TT+CT karsilastirildiginda da istatistiksel
olarak bir iliski tespit edilmedi (p>0,05) (Tablo 10).

Tablo 10. VEGFR gen polimorfizmlerinin genotip ve allel sikliklarinin hasta ve kontrol gruplarinda

karsilastirilmast

SNP Genotip / Allel  Hastalar Kontroller 42 P degeri OR (%095 CI)
(n=27) (%) (n=30) (%)

VEGFR  CC 25(500)  25(50,0) 1,131 0,288
rs2305948 CT 2 (28,6) 5 (71,4)
T 0 0
CC+CT:TT  27:0 30: 0
CC:CT+TT  25:2 25:5 1,131 0,28 2,5 (0,4428-14,11)
c 52 55

0,057 0,305 2,364 (0,4392-12,72)
T 2 5

PCR yontemi ile calisilan orneklerin bazilarinin genotiplerini gdsteren jel

fotograflar1 sekilde verilmistir (Sekil 3).

M 17 16 13 18 15ENNNIONN N 1 27 19 25 24 2322 26 21 10 M

Sekil 3. VEGFR geni i¢in PCR yontemi ile ¢alisilan 17, 16, 13, 18, 15, 2, 12, 8, 14,7, 3, 1, 27, 19, 25, 24,

23, 22, 26, 21, 10, numarali 6rneklerin ve markerin jel goriintiisii

Hasta grubunun demografik oOzellikleri karsilastirildiginda, oosit sayisi,
embriyo sayisi, yast ile VEGFR genotip dagilimi degerlendirildi ve oosit sayist 20’ nin
tizerinde olan bireylerde CT genotip frekans: istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p=0,006) (Tablo 11).

Yeni nesil dizileme yontemi ile elde ettigimiz goriintiide ise VEGFR geninin

r$2305948 bolgesinde CT degisiminin oldugu tespit edildi (Sekil 4).
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Tablo 11. Hastalarm VEGFR rs2305948 bolgesi, oosit sayisi, embriyo sayist ve yasinin demografik

ozellikleri dagilimlari

Toplam VEGFR P
n(%)27 rs2305948 Degeri z
CcC CT TT
Oosit Sayisi
<20 21 (77,8) 21 (84) 0(0,0) 0(0,0)
>20 6 (22,2) 4 (16,0) 2 (100) 0(0,0) 0,006 7,560
Embriyo Sayisi
<15 12 (44,4) 12 (48,0) 0(0,0) 0(0,0)
>15 15 (55,6) 13 (52,0) 2 (100) 0(0,0) 0,189 1,728
Yas
20-30 16 (59,3) 14 (56,0) 11 (0,0) 0 (0,0
30-40 11 (40,7) 11 (44,0) 0 (0,0 0 (0,0 0,223 1,485

-Istatistiksel olarak anlamli olan sonuglar kalin karakterlerle yazilmustir.
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5. TARTISMA

Insanlarda VEGF, VEGFR1 ve VEGFR2 (KDR)’ye baglanmasi yoluyla
biyolojik etkisini gosterir. Vaskiiler endotelyal hiicreler de VEGF’nin vaskiiler
gecirgenliginde ikincil olarak sorumludur (Ferrara, 2004). VEGF’iin periferal kan
konsantrasyonu ile OHSS riski arasindaki iliskiyi inceleyen calismalarda pozitif
sonuglarin olmasiyla birlikte farkli ve geliskili sonuglar da elde edilmistir (Enskog ve
ark., 2001; Pau ve ark., 2006).

VEGFR2 geni promotor bolgesinde VEGFR2’nin transkripsiyon aktivitesini
etkileyen bir polimorfizm tespit edilmistir (Kariyazono ve ark., 2004; Wang ve ark.,
2007). Bununla birlikte VEGFR2 geninin kodlama bdlgesini etkileyen ve VEGF’iin
VEGFR2’ye baglanma etkinligini etkileyen polimorfizmler de mevcuttur (Wang ve
ark., 2007).

Yapilan ¢alismalarda OHSS riski gelisiminde etkili olabilecek bir¢ok genetik
polimorfizm incelenmistir. Bunlar arasinda; FSHR, LHB, ESR, AMHR, SHBG, CYP19,
MTHFR, BMP15, GDF9, SOD2 ve p53 yer almaktadir (Lledo ve ark., 2014). Bu
calismada OHSS olgularinda VEGFR geni exon 7 bélgesi incelenmis olup, VEGFR geni
ekzon 7 rs2305948 mutant bolge agisindan CT genotipine sahip olan bireylerle yiiksek
sayida yumurta olusumu arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede iligski saptanmistir
(p=0,006, ¥*>=7,560).

Literatiirdeki  ¢alismalara  baktigimizda; Hanevik ve arkadaslarinin
calisgmasinda 53 OHSS olgusu ve 100 kontrol olgusu incelenmis ve VEGF geninde 6
SNP bolgesi analiz edilmistir. Calismanin sonucunda, VEGF +405CC genotipi ile
OHSS istatistiksel olarak iliskili bulunmustur (OR 3,4, 95% CI 1,01-11,7) (Hanevik ve
ark., 2012). Diger 5 SNP bolgesi ile OHSS gelisimi arasma bir iligki saptanmamustir.
Literatiirde VEGF +405C genotipi ayn1 zamanda yumurtalik kanseri olusumu ile de
iligkili bulunmustur (Steffensen ve ark., 2010). Diger bir ¢alismada VEGF +405C
genotipi endometriosis gelisiminde risk faktorii olarak belirlenmistir (Bhanoori ve ark.,
2005). Pre-eklemsi hastalarinda da diisik VEGF seviyesi ile VEGF +405C genotipi
iligkili gortilmiistiir (Banyasz ve ark., 2006). Bu sonuglar VEGF’iin diizenleyici roliinii
gostermektedir.

Nouri ve arkadaslarmin 2014 yilinda yaptigi ¢calismada, VEGF/VEGFR’niin
OHSS gelisimine olan etkisini inceledikleri calismada 116 OHSS hastas1 ve 124 kadin



kontrol kullanmiglar ve rs2071559 (VEGFR2-604); rs2305948 (VEGFR2-1192);
rs1870377 (VEGFR2-1719); rs2010963 (VEGF-405); ve rs111458691 (VEGFR1-519)
gen bolgelerini incelemislerdir. VEGFR1-519 polimorfizmini T allelinin frekansinin
OHSS hastalarinda yiiksek oldugunu tespit etmislerdir (p = 0,02, OR: 3,62, Cl: 1,16 —
11,27). VEGFR1-519 ve VEGF-405 polimorfik bolgelerinin de hasta ve kontroller
arasinda istatiStiksel olarak anlamli derecede farkli oldugunu tespit etmislerdir (p =
0,02, OR: 3,79 CI: 1,98 — 11,97 ve p = 0,000005, OR: 0,29, CI: 0,17-0,50). Boylelikle
VEGFR2 ve VEGF geninin ve 0Ozellikle VEGF ve reseptor etkilesiminin OHSS
gelisiminde rol aldigin1 bildirmislerdir. Nouri ve arkadaslarinin ¢alismasi, VEGF ve
reseptoriiniin - OHSS gelisiminde vaskiiler gecgirgenlikte rol aldigi ve OHSS
patofizyolojisi ve etiyolojisinde rol aldig: yoniindedir (Nouri ve ark., 2014).

Hanenik ve arkadaslari, IVF uygulamasi sirasinda OHSS gelisen 53 Norvegli
kadinla yaptiklar1 ¢alismada VEGF +405 gen polimorfizmini incelemisler ve VEGF
+405 CC genotipinin OHSS gelisiminde etkili oldugunu tespit etmislerdir (Hanevik ve
ark., 2012). Diger bir ¢alismada Watson ve arkadaslar1 VEGF -405 polimorfik
bolgesinin direkt olarak VEGF gen ekspresyonunu etkiledigini vurgulamislardir. Bu
bolgede myeloid ¢inko parmak baglanma bdlgesi bulundugunu ve transkripsiyon
faktorlerinin bu bolgeyi taniyarak baglanmalarindan dolay1 ekspresyonu etkiledigini
vurgulamiglardir (Humaidan ve ark., 2010). VEGF’iin yan1 sira VEGFR geni de daha
once yapilan caligmalarda bazi kanserler, inme, sistemik lupus eritematozus ve
tekrarlayan diisiiklerle iliskili bulunmustur (McClure ve ark., 1994; Zimmermann ve
ark., 2001; Zimmermann ve ark., 2003; Pauli ve ark., 2005; Kaczmarek ve ark., 2007).

Kolon ve rektal kanserlerinde VEGF reseptoriiniin VEGF’den daha fazla risk
faktorii oldugu gosterilmistir. Bunun nedeni olarak da VEGF reseptoriiniin inflamatuar
sinyallerle etkilesime ge¢cmesi olabilecegi diisiiniilmektedir (McClure ve ark., 1994).
VEGFR1-519 polimorfik bdlgesinin analizi T allelinin VEGF ve reseptoriiniin
etkilesiminde p53 cevap elementini etkiledigini ve transkripsiyonel yolakta strese neden
oldugunu vurgulamiglardir (Wulff ve ark., 2001).

2014 yilinda VEGFR2 geni ve OHSS hastalari ile yapilan bir diger ¢aligmada,
174 kadm hasta ve 155 kontrol calisilmis ve rs2305945 G/T polimorfik bdlgesinin
(p=0,027) ve rs2305948, rs1870378, rs2305945 (C-T-G) haplotipinin OHSS

gelisiminde etkili oldugunu 6ne siirmiislerdir (O’Brien ve ark., 2014).
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VEGFR geni exon 7’de yer alan ve kodon 297’de amino asit degisimine
(valin>izolosin) neden olan diger bir polimorfik bdlgesi rs2305948 (G>A)’dir. Bu
amino asit degisiminin yer aldigi bolge reseptoriin ekstraseliiler bolgesinin ligand
baglanma domainindedir. In vitro ¢alismalar bu polimorfik bdlgenin VEGFR ve KDR
baglanmasini etkilemekte oldugunu gostermektedir. Klinik olarak da  rs2305948
polimorfik bolgesinin koroner arter hastaligi ile yiiksek riskli iligkili, intraserebral
kanama ve inme ile iligkili oldugu bulunmustur (Wang ve ark., 2007; Zhang ve ark.,
2009). rs2305948 T ve rs10020464-rs7692791 haplotipi neovaskiiler yasla iliskili
makiiler dejenerasyon ile iligkili bulunmustur (Fang ve ark., 2009).

Bizim ¢alismamizin sonuglar1 da literatiir ile uyumlu olup, sonuglarimiza goére,
yardimct lireme tedavisi siirecinde VEGFR geni rs2305948 bolgesi bakiminda CT
genotipine sahip bireylerde ¢ok daha yiiksek sayida yumurta olustugu ve bu bireylerin
OHSS gelismesi agisindan riskli grupta oldugu saptanmustir. VEGFR geninde
valin>izolosin degisimin yer aldigi bolge, reseptoriin ekstraseliiler bolgesinin ligand
baglanma domaininde oldugu bilinmektedir. Bu durum hormon-reseptér baglanma
etkinligini degistirebilecegi icin, tedavi siirecinde uygulanan ilacin etkisinin de
degisebilecegi, dolayisiyla yumurta olusumunu da etkiledigi kanaatindeyiz.

Sonuglarimizin kesinlik kazanmasi i¢in hasta sayisinin arttirilmasi gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu caligmaya Eyliil 2015-Haziran 2016 tarihleri arasinda Ondokuz Mayis
Universitesi T1p Fakiiltesi Kadmn Hastaliklar1 ve Dogum servisi Tiip Bebek Merkezinde
infertilite tanis1 konularak yardimci tireme teknikleri ile tedavi goren, tedavi sirasinda
fazla sayida yumurta elde edilen ve OHSS gelisen 27 hasta ile saglikli gebelik elde
edilen 30 kadin kontrol dahil edilerek toplam 57 olgu ¢alisildi. VEGFR geni ekzon 7
bolgesi yeni nesil DNA dizileme yontemi ile ¢alisildi.

VEGFR geni ekzon 7 rs2305948 bolge agisindan CT genotipine sahip olan
bireylerle yiiksek sayida yumurta olusumu arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede
iliski saptanmistir (p=0,006, ¥*=7,560).

Calismamizin sonucuna goére, yardimei iireme tedavisi siirecinde VEGFR geni
rs2305948 bolgesi bakimimda CT genotipine sahip bireylerde ¢ok daha yiliksek sayida
yumurta olustugu ve OHSS gelismesi acisindan daha riskli grupta oldugu saptanmaistir.
VEGFR geninde valin>izolosin degisimin yer aldigi bolge, reseptoriin ekstraseliiler
bolgesinin ligand baglanma domaininde oldugu bilinmektedir. Bu durum hormon-
reseptor baglanma etkinligini degistirebilecegi icin, tedavi siirecinde uygulanan ilacin
etkisinin de degisebilecegi, dolayistyla yumurta olusumunu da etkiledigi kanaatindeyiz.
Bu sebeple benzer calismalarin arttirilmasiyla birlikte gelecekte yardimci iireme
teknikleri uygulanan olgularda yumurta olusumunu etkileyen genler agisindan bireylerin
genotip durumlarma gore ilag dozu uygulamasinin daha etkin sonuglar verecegini
disinmekteyiz. Sonuglarimizin kesinlik kazanmasi i¢in hasta sayisinin arttirilmasi ve

farkli populasyonlarda da ¢alisilmasi gerekmektedir.
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Ek 2: Hasta bilgilendirilmis goniillii olur formu

ILAC DISI GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR ICIN BASVURU FORMU

HASTA BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU ORNEGI *

ARASTIRMANIN ADI ( CALISMANIN ACIK ADI ):

Yardime: Ureme Tekniklerinde FSH, VEGF LH ve ESR Gen Mutasyonlarinin Etkisi.

Goniilliiniin Bag Harfleri << >>

Bir aragtirma calismasina katilmaniz istenmektedir. Katilmak isteyip istemediginize karar vermeden &nce
arastirmanin neden yapildigimi bilgilerinizin nasil kullanilacaginin galismanin neleri igerdigini ve olasi
yararlarini risklerini ve rahatsizlik verebilecek konulari anlamaniz 6nemlidir Liitfen asagidaki bilgileri
dikkatlice okumak i¢in zaman ayirmiz ve eger istiyorsaniz &zel veya aile doktorunuzla konuyu
degerlendiriniz. Eger bir baska ¢alismada da yer aliyorsaniz bu galismada yer alamazsiniz.

BU CALISMAYA KATILMAK ZORUNDAMIYIM?

Calismaya katihp katilmama Karari tamamen size aittir. Eger calismaya katilmaya Kkarar verirseniz
imzalamaniz igin size bu Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formu verilecektir. Katilmaya karar verirseniz,
calismadan herhangi bir zamanda ayrilmakta ozgiirsiiniiz. Bu durum sizin aldiginiz tedavinin standardini
etkilemeyecektir. Eger isterseniz, bu klinik ¢alismaya katihminizla ilgili olarak hekiminiz / aile doktorunuz
bilgilendirilecektir. Ayrica destekleyici firma cahismay: sonlandirmaya karar verirse bu durumda da
¢alismadan g¢ikartilacaksiniz.

CALISMANIN KONUSU VE AMACI NEDIR? Aciklayiniz

Yardimer Ureme Tekniklerinde ile tedavisi sirasinda bazi hastalar kullandiklar: ilaglara karg:1 farkli tepki
verebilmektedirler. Bazi hastalarda istenilen yumurta sayisma ya da istenilen kalitede yumurtaya
ulasilamazken  bazilarinda istenilenden gok sayida yumurta gelisimi saglanabilmektedir, ki bu sayi
gerekenden gok daha fazla oldugunda yumurtaliklarin boyutu artar, agiri uyarilmis olan bu yumurtaliklardan
salgilanan yiiksek hormon seviyesi nedeniyle iki hafta igerisinde bazi yan etkiler goriilebilmektedir
(Yumurtaliklarin asiri uyarilmas: sendromu: OHSS). Bu yan etkiler viicut boslugunda sivi birikimi ve bu
sivinin i¢ organlara baski yapmasi ile nefes almada zorlanma, midenin yukartya dogru basing yapmasi hatta
hayati 6nem arzeden sonuglara yol agabilmektedir. Tiip Bebek Yardimer Ureme Teknikleri ie tedavide LH
(LiiteinlestiriciHormon) ~ Reseptdr ve ESR(Estrogen Reseptor) GenlerindeMaydana Gelen Genetik
Degisimlerin etkisi ile ilacin etkisinin kisiden kisiye farklilik gdstermesi ve ayni dozun farkh kalitede
yumurta olusturmasindaki etkisini (farmakogenetik) incelemeyi amagladik. Caliymanin sonucunda LHve
ESR genlerindeki varyantlar bakimindan kaliteli ve normal sayida yumurta elde edilen bireylerle kalitesiz ve
istenilenden ¢ok az ve ¢ok daha yiiksek sayida yumurta elde edilen bireyler karsilastirildiginda genetik
farklilik saptanirsa, tedavi &ncesinde bu genlerin analizinden sonra uygulanacak dozun belirlenmesi IVF
tedavisinin basar1 oranini yiikseltecek, hastalarin zaman kaybini ve olumsuz sonuglardan psikoljik olarak
etkilenmesini onleyecek ve asirt yumurta olusumu sendromu gibi komplikasyonlarin &niine gegilmis
olacaktir.

CALISMA iSLEMLERI:

Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tiip Bebek Merkezinde Yardimer Ureme Teknikleri ile tedavi
goren ve istenilen say1 ve kalitede yumurta elde edilemeyen 50 hasta ve saglikli 50 kontrol, toplam 100
kisiden kan alinacaktir. Kan Srneklerinden DNA izolasyonu ile DNA elde edildikten sonra ve PCR
(Polimeraz Zincir Reaksyonu) yapilarak DNA Dizileme yontemi uygulanacaktir.
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Ek 2 (devam): Hasta bilgilendirilmis goniillii olur formu

ILAC DISI GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR ICIN BASVURU FORMU

BENIM NE YAPMAM GEREKiY OR?
S AL YATMAM GEREKIYOR?

Calisma doktorunuzun talimatlarina uymaya, randevu ve vizitelere katilmaya ve yukarida anlatilan
calismayla ilgili tim islemlere uymaya istekli olmalisimiz. Kan &rnekleri icin aghk tokluk fark
etmemektedir.Calisma doktorunuzu ziyarete belirlenen giinlerde gelmelisiniz ve bir sonraki ziyaretiniz de,
ziyaretten ayrilmadan once planlanmalidir. Yine galismadan 6nce veya ¢alisma sirasinda aldiginiz baska
herhangi bir tibbi tedaviyi de ¢alisma doktoruna sdylemeniz dnemlidir.

CALISMAYA KATILMAMIN NE _GiBi OLASI YAN ETKILERi, RIiSKLERi VE
RAHATSIZLIKLARI VARDIR?

Arastirmada sizden Sml kan Srnegi alinacaktir ve DNA Analizi icin kullanilacaktur. Herhangibir yan etkisi ve
riski yoktur.

GEBELIiK VE DOGUM KONTROLU
GEBLELIK VE DOGUM KONTROLU

CALISMAYA KATILMANIN OLASI YARARLARI NELERDIR? (Varsa aciklayiniz)

GONULLU KATILIM

Bu aragtirmaya katilma kararimi tamamen goniillii  olarak veriyorum. Bu ¢alismaya katilmay:
reddedebilecegimin veya katildiktan sonra istedigim zaman, bu tedavi kurumunda gorecegim bakim ve
tedaviler etkilenmeksizin ve higbir sorumluluk almadan ayrilabilecegimin bilincindeyim. Calismadan her
hangi bir zamanda ayrilirsam, ayrilma nedenlerimi, ayrilisimin sonuglarini ve izleyen dénemde alacagim
tedavileri doktorumla tartisacagim.

CALISMAYA KATILMAMIN MALIYETi NEDIR?

Calisma doktoru ziyaretleri ve calismayla ilgili olan tiim laboratuar testleri calisma destekleyici tarafindan
kargilanacak ve size veya bagli bulundugunuz szel sigorta veya resmi sosyal glivenlik kurumuna
Gdetilmeyecektir. Ayrica calismaya bagli makul miktardaki yol gideriniz makbuzlart gosterildigi takdirde
karsilanacaktir,

Herhangi bir yan etki veya fiziksel zarar gelisirse hemen ¢alisma doktorunuzu gereken tibbi tedavinin
uygulanabilmesi igin bilgilendiriniz.

KIiSIiSEL BILGILERIM NASIL, KULLANILACAK?

Bu formu imzalayarak doktorunuzun ve onun kadrosunun g¢alisma igin sizin kisisel bilgilerinizi ( “Calisma
Verileri”) toplamalarina ve kullanmalarina onay vermis olacaksiniz. Bu durum dogum tarihiniz, cinsiyetiniz,
etnik kokeniniz ayrica calisma verilerinizin kullanim ile ilgili verdiginiz onaymn herhangi bir belirlenmis
birim tarihi yoktur, ancak doktorunuzu haberdar ederek bu onaymizdan herhangi bir zamanda
vazgegebilirsiniz.

Calisma destekleyicisi firma ile paylasilan galisma verileri size dzel bir numara olan bir kod (“Kod”)
numarasi kullanimiyla korunacaktir. Sizin galisma verilerinize ulagmak igin gerekli olan kod anahtari ¢alisma
doktorunuzun denetimindedir. Calisma destekleyicisi firma diizenleyici otorite veya diger denetim kurumlari
tarafindan atanmus kisiler doktorunuz tarafindan tutulan ¢alisma verilerinizi inceleyebilirler.

Doktorunuz calisma verilerinizi calisma igin kullanacaktir, Calisma destekleyicisi firma; ¢alismanin
yiiriitiilmesi, teshis ve tibbi yardim gereglerinin gelistirilmesi i¢in galisma verilerinizi kullanabilir.
Doktorunuzun ¢alistigi kurum ve calisma destekleyicisi firmanin her ikisi de yiiriirliikte olan veri koruma
kanunlari ile uyumlu olarak ¢alisma verilerinizin ynetiminden sorumludurlar.

Caligma destekleyicisi firma calisma verilerinizi, sadece yukarida belirtilen amaglarda kullanacak olan kendi
grubundaki diger sirketler, hizmet alinan kurumlar, anlasmali firmalar ve diger arastirma kuruluglar ile
paylasabilir. Calismanin sonuglar1 tibbi yayinlarda yayinlanabilir, ancak sizin kimlik bilgileriniz bu
yayinlarda agiklanmayacaktir.
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Ek 2 (devam): Hasta bilgilendirilmis goniillii olur formu

ILAC DISI GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR iCIN BASVURU FORMU

Doktorunuz ya da calisma destekleyicisi firmadan, toplanan calisma verileriniz hakkinda bilgi isteme
hakkinda sahipsiniz. Ayni zamanda bu verilerdeki herhangi bir hatanin diizeltilmesini isteme hakkinda da
sahipsiniz. Eger bu konuda bir isteginiz olursa liitfen gerekirse sizin ¢alisma destekleyicisi firma ile temasa
gegmenize yardimei olabilecek doktorunuzla goriisiiniiz.

Eger onaymizda vazgegerseniz, doktorunuz ¢alisma verilerinizi artik kullanamayacak ya da diger kisilerle
paylasamayacaktir. Calisma destekleyici firma onaymizdan vazgegmeden &nceki ¢alisma verilerinizi
kullanmaya devam edebilir.

Bu formu imzalayarak, ¢alisma verilerinizin bu formda tammlandi1 sekilde kullanimina onay vermekteyim.

ARASTIRMA SURESINCE 24 SAAT ULASILABILECEK KIiSILER:

Ad, Soyad: ve telefon numaralari
Ogr.Gor.Dr.Sengiil Tural 05334925282

CALISMADAN AYRILMAMI GEREKTIRECEK DURUMLAR: Varsa agiklayiniz
YENI BILGILER CALISMADAKi ROLUMU NASIL ETKILEYEBILIR

Calisma siirerken ortaya gikmis olan biitiin yeni bilgiler bana derhal iletilecektir.

Calismaya Katilma Onavi

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalar1 okudum. Bana, yukarida konusu ve amaci
belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii aciklama asagida adi belirtilen hekim tarafindan yapildi.
Aragtirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan
ayrilabilecegimi ve kendi istegime bakilmaksizin aragtirmaci tarafindan aragtirma disi birakilabilecegimi
biliyorum.

Soz konusu arastirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay: kabul ediyorum.
Doktorum saklamam igin bu belgenin bir kopyasini ¢alisma sirasinda dikkat edecegim noktalari da igerecek
sekilde bana teslim etmistir.

Goniilliiniin Ad1 / Soyadi / imzasi / Tarih
Agiklamalar Yapan Kisinin Adi/ Soyadi / imzasi / Tarih
Gerekiyorsa Olur Islemine Tanik Olan Kisinin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih

Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Ad1 / Soyad: / imzas1 / Tarih

* Aciklamalar hastanin anlayabilecegi acikhkta ve teknik terimlerden uzak bir sekilde belirtilmelidir.

llag Dis1 Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar igin Basvuru Formu 13/5
10 Mayis 2010 Versiyon No:01

57



OZGECMIS

Adi Soyadi : Isil CAKIR
Dogum Yeri : Samsun

Dogum Tarihi :10.09.1992
Medeni Hali : Bekar

Bildigi Yabanci Diller : Ingilizce, Almanca

Egitim Durumu:
1998-2006 Alparslan {lkégretim Okulu- Mustafa Kemal 1k gretim Okulu
2006-2010 Carsamba Anadolu Lisesi

2010-2014 Cumhuriyet Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii
2014- Ondokuz May1s Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali

E-posta - isilcakir0@gmail.com

58



