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Plasental Anjiogenezde Rol Alan Genlerin
Gestasyonel Diyabeti Olan Gebelerde DNA Metilasyon Profilleri

DNA Methylation Profiles of Genes Effective in Placental Angiogenesis for
Pregnants with Gestational Diabetes

Fatma Selcen ONDER !, Baha ORAL'

1. Siileyman Demirel Universitesi, Isparta, Tiirkiye

OZET

Amag: Gestasyonel diyabet icin erken tami ve tedavi modali-
telerinin gelistirilememesinin nedeni etiyopatolojilerinin ay-
dinlatilamamis olmasidir. Bu patolojilerde plasentanin roliinii
tanmimlamak onemlidir. Plasenta genetik ve epigenetik faktor-
lerin etkisinde fetal gelisimi belirler. DNA metilasyonu degis-
tirilebilir epigenetik mekanizmalardandwr. Giiniimiizde tani ve
tedavi amagl kullanilmaktadir. Calismamizda GDM (Gestas-
yonel Diyabet) gebelerde, plasental anjiogenezde etkili gen-
lerden VEGF (Vaskuler Endotelyal Biiyiime Faktérii), PIGF
(Plasental Biiyiime Faktorii) ve sFLT-1 (soluble fins like tirozin-
kinaz) 'nin DNA metilasyon degisiklikleri degerlendirilecektir.

Geregler ve Yontem: 2016-2017 tarihlerinde Siileyman Demi-
rel Universitesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Béliimii 'nden ta-
kipli; 15 GDM tanili ve 16 saglkl gebeden plasental érnekler

alimmisti. DNA metilasyon diizeyleri ‘Yeni Nesil Sekanslama’

ile belirlenmigtir. Verilerin dagilimlarina gorve Manny Whitney
U analizi; veriler arasindaki iliskiler icin Spearman korelasyon
analizi kullanilmistir.

Bulgular: Genlerin metilasyon oranlart ile yas, gebelik haftast,
bebegin cinsiyet ve agirligi arasinda ikililer arasinda anlam-
l iligki saptanmamistir (p>0.05). Plasenta agirligi artarken
SFLT-1 geninin P92186.Pozisyondaki promoter metilasyon
diizeyinin azaldigi goriilmiistiir. PIGF geninin metilasyon de-
gerlerinde gruplar arasinda anlamh fark bulunmamaktadir.
SFLT 1 geninin bolgesel analizlerine gére P92186. , P92344.,
P92456. pozisyonlarindaki primer noktalarimin hipometile;
VEGF geninin bolgesel analizlerine gore P92668., P92710.,
P92863. pozisyonlarindaki primer noktalarinin hipermetile ol-
dugu saptanmugtir.

Sonug: Bulgularimiz literatiirle uyumludur ve anjiogenezde
etkili genlerin bazi lokuslarindaki DNA metilasyon degisim-
lerinin GDM patogenezindeki yerine katki saglamistir. Ancak
prediktif degere ulasilabilmesi icin, genis hasta gruplariyla
vapilacak genom ¢alismalart ile ilgili gen bélgeleri netlestiril-
melidir.

Anahtar Kelimeler: DNA metilasyonu, VEGF, sFLTI, gestas-
yonel diyabet

ABSTRACT

Objective: The reason of absence preventive processes from
GDM and early treatment modalities is unsettled ethiopatho-
logies. Defining the role of the placenta is important for these
pathologies. Fetal growth is adjusted due to placental genetic
and epigenetic factors. DNA methylation which is an epigene-
tic mechanism, is modifiable and utiziable for diagnosis and
treatment recently. DNA methylation changes of VEGF, sFLT-1,
PIGF genes, have roles on placentation were evaluated accor-
ding to GDM.
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Material and Methods: All ]placenml samples had taken from
pregnants who routinely followed at Suleyman Demirel Uni-
versity Gynecology and Obstetrics Department, compatible
with study criteria and diagnosed as GDM (n=15) and healthy
pregnants (n=16). DNA Methylation levels were analysed by
‘New Generation DNA Sequencing’ method. Data collections
analysed via SPSS 23 programme. Because of data distrubution
Manny Whitney U tests are used for means; SPEARMAN corre-

lation analysis is used to reveal relation between datas.

Results: The methylation levels were not changed significantly
due to demographic characteristics. The analyses that exami-
ne differences in methylation levels of PIGF were established
no statistically significant difference. There was statistically
significant difference in levels of methylation of sFLT-1 gene
at the position of P92186. , P92344., P92456. primer regions
as hypomethylated and VEGF gene at the position of P926638.,
P92710., P92863. primer regions as hypermethylated.

Conclusion: The findings of our study indicates changes of
DNA methylation in some regions of VEGF, sFLT-1 genes and
it is compatible with literature. But clarifying of related regions
of genes via whole genom studies with a large population is
necessary to reach predictive values.

Keywords: DNA methylation, VEGE, FLT1, gestational diabe-
tes

GIRIS
GDM - DNA METILASYONU

Plasenta hormonlar, sitokinler ve biliylime faktorle-
ri araciligiyla gebeligin devami ve fetal gelisimde
etkilidir. Morfolojik ve fonksiyonel plasental adap-
tasyonlar, transport mekanizmalarini ve fetal yarar-
lanim etkiler (1). Plasenta boyutu, agirligi, yiizey
alani, sekli ve vaskularitesinin gebelikte salgilanan
metabolik molekiillerin etkisi altinda oldugu ve fetal
geligimin bu yoriingede sekillendigi bilinmektedir.
Plasental vaskularizasyon, morfolojik maturasyon
ve transport fonksiyonlari intrensek (fetal-plasental
genler ve gelisim programlari) ve ekstrensek faktor-
lerle (maternal beslenme, stres, ¢evresel faktorler)
modifiye olmaktadir (2). Bundan yola ¢ikilarak ya-
pilan ¢calismalarda maternal obezite ve yetersiz bes-
lenmenin de inutero gelisimi ve postnatal yasami
etkiledigi gosterilmistir (3).

Obezitenin ve ileri yaslarda gebeliklerin artmasina
bagli olarak gestasyonel diyabet insidanst da art-
mistir. Gestasyonel diyabet ilk kez gebelikte tanm
alan ve dogumu takiben ortadan kalkan glukoz into-
leransidir. Bu hastalarin sonraki yasamlarinda tip 2
diyabet gelisme riski yiiksektir. Halbuki, gebelikte
yapilan miidahalelerin sonuglari iyilestirdigini gos-
teren kanitlar mevcuttur (4, 5).
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Gebeligin son evresinde artan adiposite, HPL, Ost-
rojen ve prolaktin aracili yiikselen instilin rezistan-
sina bagli olarak insiilin gereksinimi de artar. Cilinkii
GDM’ lu gebelerde besinlere insiilin yanit1 ve doku-
larin insiiline yanit1 daha azdir (6). Boylece, anne-
den kolaylastirilmis difiizyonla fetiise gegen glukoz,
amino asitler ve yag asitleri; fetal hiperglisemiye ve
hiperinsiilinemiye yol acar. Fetal hiperinsiilinemi
organomegali, makrozomi, neonatal hipoglisemi
yan sira (7); organogenez defektlerine, konjenital
anomalilere, akcigerde siirfaktan yapiminin azal-
masina bagl respiratuar distres sendromu gelisme
riskinde artisa neden olur. Fetal metabolizmanin
hatali programlanmasina bagli olarak bu bebeklerin
ileri yaslarda obezite, tip 2 diyabet, kardiyovaskiiler
hastaliklar, otizm ve ndropsikiyatrik hastalik riski
de artmaktadir (8-10). Giliniimiizde bu durumun hi-
perglisemik intrauterin mikro ¢evrenin epigenetik
aracili etkilerinin oldugu diistintilmektedir (11).

Epigenetik, fetal gelisimsel programlama iizerinde
etkili genetik ve c¢evresel faktorlerin birbirileri ile
iligkilerini anlamlandirmada yeni bir bakis agis1
olugturmustur. DNA y1 degistirmeden ve replikas-
yonu etkilemeden genom iizerinde olusan bu degi-
sikliklerin en etkilisi DNA metilasyonudur (12).

DNA metilasyonu gen replikasyon diizeyini etkile-
mesi ve geri doniistiiriilebilir olmasi agisindan da
onem arz etmektedir. Daha ¢ok aktif genler {ize-
rindeki degisikliklerle klinik semptomlara neden
olmaktadir (13). GDM 1i gebelerin plasentalarinda
global metilasyon artig1 saptayan ¢aligmalar mev-
cuttur (14). Metabolizma ve fetal agirligi etkileyen
genlerle ilgili yapilan aragtirmalarda da metilasyon
degisikliklerine rastlanmistir (15, 16). Ayrica gen
lokuslarinin tek tek degerlendirildigi ¢aligmalarda
farklr sonuglar da elde edilmistir (17, 18). Bu du-
rum GDM ye sekonder gelisen sorunlar hakkinda
fikir verebilir.

Hiperglisemi sonucunda proteinler, enzimatik olma-
yan yoldan glikozla birlesirler ve sonucta glikolize
hemoglobin (HbAlc) ortaya g¢ikar. Hemoglobinin
oksijen tagima islevi bozulur ve kapiller doku hipok-
sisi gelisir (19). Hipoksi ve hipoglisemiye bagli olu-
san hasar sonrasi endotelyal rejenerasyon siirecinde
anjiogenezden sorumlu PIGF ve VEGF nin dokular-
daki yogunlugunun arttig1, buna karsin hiperglisemi
ve dislipidemi varliginda VEGF yogunlugunun azal-
dig1 gosterilmistir. Bu degisimde DNA metilasyon
diizeyinin etkili oldugu diisiiniilmektedir (20-22).

GDM’li kadinlarda diyet tedavisinin amaci nor-
moglisemi elde ederek komplikasyonlar1 azaltmak,
ketoasidozu 6nlemek, uygun kilo alim1 saglamak ve
fetal iyilik haline katkida bulunmaktir. Bu siirecle-
re geri dontstiiriilebilir DNA metilasyon mekaniz-
malarinin katki saglayacagini disiiniiyoruz. Calig-
mamizda GDM (Gestasyonel Diyabet) gebelerde,
plasental anjiogenezde etkili genlerden VEGF (Vas-
kuler Endotelyal Biiyiime Faktorii), PIGF (Plasental
Biiylime Faktoril) ve sFLT-1 (soluble fms like tiro-
zinkinaz)’nin DNA metilasyon degisiklikleri deger-
lendirilecektir.

CILT: 50 YIL: 2019 SAYI: 1

GEREC ve YONTEM

Calisgmamiz; tek merkezli, multidisipliner,
prospektif, olgu-kontrollii bir klinik arastirma ola-
rak planlandi. Plasental 6rnekler, Ocak 2016- Subat
2017 tarihleri arasinda Isparta Siileyman Demirel
Universitesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabi-
lim Dali’na bagvuran, 18-45 yas arasinda ve son
adet tarihine gore 35.-40. gebelik haftasinda tekil
gebeligi olan hastalardan; Siileyman Demirel Uni-
versitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onayimi
takiben toplandi. Bu tarihler arasinda ¢aligmaya bil-
gilendirilen ve onam formu alinan 15’1 GDM grubu,
17’si saglikli bireyler olmak iizere toplam 32 gebe
dahil edildi.

Primerler

FLT1 (NM_002019), VEGF (NM_001025366) ve
PIGF (NM_002643) genlerinin promotor bolgeleri-
ne ait diziler Ensembl veri tabanindan (http://www.
ensembl.org) indirilmistir. Metile olabilecek CpG
bolgeleri isaretlenmis ve bisiilfit ¢gevrimine uygun
olacak sekilde tiim C’ler T’ye doniistliriilmiistiir.
Primer tasarimi bu dizler tizerinden, PRIMER 2.0
(Scientific & Educational Software, USA) yazilimi
kullanilarak yapilmistir. Primer tasarimi yapilirken
primer bdlgelerinin iizerine CpG bolgelerinin gel-
memesine dikkat edilmistir; yalniz PIGF geni uy-
gun geri primer bulunamadigi igin bir adet CpG
bolgesinin, primerin 5’ ucuna yakin olmak kosulu
ile primer bolgesinin {izerine gelmesine izin veril-
migtir. Bu primer siparis edilirken de bu nokta i¢in
G ve A’y1 temsil eden R belirsizlik kodu (ambiguity
code) kullanilarak, hem metile olma hem de metile
olmama durumuna da uygun primer sentezlenmesi
saglanmistir. Tasarlanan primeler Tablo 1’ de gos-
terilmistir.

Tablo 1: Calisilan primer bolgelerinin tasarisi.

Primer | O3 | Sekans (5°->3")

tasyon
FLT1 -

Tleri GGAAGTAGAAGATTGAGGAAATGATTTGG
mthy FI
FLT1 .

Geri TCAAAAAATCCTTACAAACTCCCTCCAC
mthy RI1
VEGF _

fleri ATGTAGTTGTTTGGGAGGTTAGAAATAGG
mthy F1
VEGF Geri AAAATTCACAACCTAAAAATTACCCATCC
mthy R1
PIGF _
mthy F1 Tleri GTTGGGGGAAGGTAATAGAAATAGATAAGG
PIGF .

Geri CCAACRAAACTTACCTAACTCTCCCTCC
mthy RI1
DNA Izolasyonu

DNA izolasyonlari, yaklasik 50 mg doku &rnekle-
rinden, QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen Inc.)
kullanilarak yapilmistir. Doku 6rnekleri dnce 200 pl
distile su ve 50 pl Proteinaz K (10 mg/ml) igerisi-
ne almmis ve dokular tamamen ¢oziiliinceye kadar
(vaklasik 1 saat) 56 0C inkiibe edilmistir. Izolatlar
bir sonraki agsamaya kadar -200 C saklanmustir.

Primerler

Bisiilfit ¢cevrimi, EpiTect Fast Bisulfite Kit, (Qia-
gen, Valencia, CA, USA) kiti kullamlarak yapilmis-
tir. Ureticinin 6nerdigi protokole sadik kalinmustir.
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PCR

Polimeraz zincir reaksiyonu iiriinlerinin bant uzun-
luklar1 FLT1: 436bp, VEGF: 482bp, PIGF: 586bp
olarak belirlendi. Her bir 6rnege ait PCR'lar birlesti-
rilerek PCR havuzlari olusturulmustur. PCR havuz-
lar1 olusturulurken agaroz jel elektroforezinde tespit
edilen amplifikasyon miktarlari, daha homojen bir
havuz olusturma amaciyla géz Oniine almmuistir;
amplifikasyonu zayif olan PCR {iriinlerinden daha
fazla alinmustr.

Sekanslama

Piirifiye ve standardize edilen PCR havuzlari Nex-
teraXT ornek hazirlama kiti (Illumina Inc.) kullani-
larak, yeni nesil sekanslamaya hazir hale getirilmis-
tir. Miseq (Illumina Inc.) yeni nesil DNA dizileme
cihaz1 kullanilarak sekanslama gerceklestirilmistir.
Kit olarak MiSeq Reagent Kit v2 2x150 kullanil-
mistir (MS-102-2002, Illumina Inc.).

Istatiksel Veri Analizi

Bisiilfit ¢evriminden sonra metile olmayan C'ler
T'ye doniistiigii i¢in sonugtaki C'ler C+T'ye oranla-
narak metilasyon oranlar1 hesaplanmistir. C yerine
N olarak degistirilmis dizi {izerine hizalanmistir.
Hizalanma sonucunda metilasyon noktalarinda elde
edilen C ve T okumalari belirlenmis ve C/ (C+T)
orani 100 ile carpilarak her bir nokta igin yiizde
metilasyon orani hesaplanmistir. Ayrica her bir gen
icin 4-6 adet metile olma ihtimali olmayan (CpG ol-
mayan) C noktasi se¢ilmis ve bu noktalardan elde
edilen yiizde metilasyon oranlan ile arkaplan gii-
rilti hesaplanmistir. Verilerin analizi i¢in SPSS 23
programi kullanilmigtir. Oncelikle katilimcilara ait
betimsel istatistikler say1 ve yiizde olarak her grup
ve kategori i¢in ayr1 ayri hesaplanmistir. SPSS’te
yapilacak analiz tiirinii segmek i¢in verilerin dagi-
limina bakilmig ve verilerin normal dagilim 6zel-
ligi gdstermedigi ayrica drneklem sayisinin normal
dagilim i¢in yetersiz oldugu gorilmiistiir. Bu dog-
rultuda 2 bagimsiz grubun ortalamalarini karsilas-
tirmak i¢in Manny Whitney U analizi yapilmistir.
Diger taraftan aralarinda iligki olup olmadigi ince-
lenen degiskenler arasinda nasil bir iligki oldugunu
ortaya ¢ikarmak i¢in Spearman korelasyon analizi
yapilmistir. Sonuglar .05 manidarlik diizeyinde ra-
por edilmistir.

BULGULAR

Arastirmaya katilan 6rneklem gruplarina ait
betimsel bulgular Tablo 2’de yer almaktadir. Her iki
grupta da benzer dagilim olmasina 6zen gosterildi.
Preeklampsi, hipertansiyon, tiroit bozuklugu gibi
komorbidite gelisen GDM li gebeler ¢aligmadan ¢1-
karildi.

Gestasyonel diyabeti olan ve tamamen saglikli olan
gebelerden alinan plasental 6rneklerde bakilan gen-
lerin lokuslarmin DNA metilasyon diizeyleri grafik-
lerde belirtilmistir (Grafik 1, 2, 3, 4, 5, 6) Primer
tasarimimiz i¢inde olan FLT1 geninden 30, VEGF
geninden 24 ve PIGF geninden 29 nokta incelen-
mistir.
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Tablo 2: Katilimcilara Ait Demografik Bilgiler Tablosu.

D fik .
lgrergiﬁﬁ Kategori N %
Saglikli | Diyabetli | Saglikli | Diyabetli
Birey Birey Birey Birey
20-29 yas 5 5 31,3 33,3
Yas 30-39 yas 9 8 56,3 53,3
40-45yas |2 2 12,5 13,3
Gebelik 245-259giin | 4 4 25,0 26,7
Glinii 260-280giin | 12 1 750 | 733
450-650gr 11 7 68,8 46,7
Plasenta
Agirhgi 651-1000gr | 5 8 313|533
1900-2700gr | 3 2 18,8 13,3
Bebek 2701-3300¢gr | 9 7 56,3 46,7
Kilo
3301-4000gr | 3 3 18,8 20,0
4001-5000gr | 1 3 6,3 20,0
Bebek Kiz 8 9 50,0 60,0
Cinsiyet | gppek 8 6 500 | 40,0
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Grafik 1: GDM gebelerin sFTL 1 gen bolgelerine ait metilasyon degerleri.
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Grafik 2: Saglikli bireylerin sFTL 1 gen bolgelerine ait metilasyon degerleri.
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Grafik 3: GDM gebelerin VEGF gen bolgelerine ait metilasyon degerleri.
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Grafik 4: Saglikli bireylerin VEGF gen bolgelerine ait metilasyon degerleri.
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Grafik 5: GDM gebelerin PIGF gen bolgelerine ait metilasyon degerleri.
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Grafik 6: Saglikli bireylerin PIGF gen bolgelerine ait metilasyon degerleri.

Gestasyonel Diyabet olan gebeler ile saglikli bi-
reylerin sFLT-1 geni promoter metilasyon diizey-
leri arasinda anlamli bir farklilik olup olmadigini
ortaya c¢ikarmak i¢in yapilan Manny Whitney U
analizi sonucunda sFLT-1 geninde bakilan 30 pri-
mer bolgesinin 3’iinde anlamli farklilik bulunmus-
tur (Tablo 3) P92186. Pozisyondaki primer bdl-
gesi, saglikli bireylerin sira ortalamasi (19,75) ile
Gestasyonel Diyabet olan gebelerin sira ortalamasi
(12,00) arasinda anlamh bir fark goriilmiistiir (U=
-2,372, p=,018). P92344. Pozisyondaki primer bol-
gesi, saglikli bireylerin sira ortalamasi (19,19) ile
Gestasyonel Diyabet olan gebelerin sira ortalamasi
(12,60) arasinda anlamli bir fark gorilmistir (U=
-2,016, p=,044). P92456. Pozisyondaki primer bol-
gesi, saglikli bireylerin sira ortalamasi (19,25) ile
Gestasyonel Diyabet olan gebelerin sira ortalamasi
(12,53) arasinda anlamli bir fark gorilmistir (U=
-2,055, p=,040).Diger bir ifade ile Gestasyonel Di-
yabet olan gebelerin P92186. , P92344. , P92456.
Pozisyondaki primer bolgeleri metilasyon diizeyleri
saglikli bireylerden daha diisiik saptanmustir.
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Tablo 3: Gestasyonel Diyabet olan gebeler ile saglikli bireylerin sFLT-
1 geni promotdr metilasyon diizeylerinin karsilastirilmasi.

Sira Sira

SFLT-1 Gruplar N Ortalamast | Toplam u p

Saglikli Birey 16 19,75 316,00 | -2,372 | ,018
P92186

Diyabetli Birey | 15 12,00 180,00

Saglikli Birey 16 19,19 69,00 | -2,016 | ,044
P92344

Diyabetli Birey | 15 12,60 198,00

Saglikli Birey 16 19,25 68,00 | -2,055 | ,040
P92456

Diyabetli Birey | 15 12,53 188,00

Gestasyonel Diyabet olan gebeler ile saglikli bi-
reylerin VEGF geni promoter metilasyon diizeyleri
arasinda anlamli bir farklilik olup olmadigini ortaya
cikarmak i¢in yapilan Manny Whitney U analizi so-
nucunda bakilan 24 bolgenin 3’{inde anlamli farkli-
lik bulunmustur.

P92668. Pozisyondaki primer bdlgesi, saglikli
bireylerin sira ortalamasi (11,31) ile Gestasyo-
nel Diyabet olan gebelerin sira ortalamasi (21,00)
arasinda anlamli bir fark goriilmiistiir (U=-2,965,
p=,003). (Tablo 4) P92710. Pozisyondaki primer
bolgesi, saglikli bireylerin sira ortalamasi (11,94)
ile Gestasyonel Diyabet olan gebelerin sira ortala-
mast (20,33) arasinda anlamli bir fark goriilmiistiir
(U=-2,569, p=,010). P92863. Pozisyondaki primer
bolgesi, saglikli bireylerin sira ortalamasi (12,19)
ile Gestasyonel Diyabet olan gebelerin sira ortala-
mast (20,07) arasinda anlamli bir fark goriilmiistiir
(U=-2,411, p=,016). Diger bir ifade ile Gestasyonel
Diyabet olan gebelerin P92668. , P92710. , P92863.
Pozisyondaki primer bdlgesi metilasyon diizeyi
saglikli bireylerden daha yliksek ¢ikmustir.

Tablo 4: Gestasyonel Diyabet olan gebeler ile saglikli bireylerin VEGF
geninin lokuslarinin metilasyon diizeylerinin karsilastirilmasi.

Sira Sira

VEGF Gruplar N Ortalamas1 | Toplam U p

Saglikli Birey | 16 11,31 181,00 | -2,965 | ,003
P92668

Diyabetli Birey | 15 21,00 315,00

Saglikli Birey | 16 11,94 191,00 | -2,569 | ,010
P92710

Diyabetli Birey | 15 20,33 305,00

Saglikli Birey | 16 12,19 195,00 | -2,411 | ,016
P92863

Diyabetli Birey | 15 20,07 301,00

Gestasyonel Diyabet olan gebeler ile saglikli birey-
lerin sFLT-1 ve VEGF genlerinde bulunan ve ara-
larinda anlamli farklilik ¢ikan lokuslarin (P92186,
P92344, P92456, P92668, P92710, P92863) meti-
lasyon diizeyleri ile demografik degiskenler (Yas,
Gebelik Gilinti, Plasenta Agirligi, Bebek Kilosu)
arasinda anlamli bir iligki olup olmadigini ortaya
¢ikarmak i¢in yapilan Spearman Korelasyon analizi
sonucunda, saglikl bireylere ait P92186. Pozisyon-
daki primer bolgesi metilasyon diizeyi ile Plasenta
agirligi arasinda negatif yonde ve orta diizeyde ilis-
ki goriilmiistiir (r=-,533, p=,034). Diger lokuslarin
metilasyon diizeyleri ile demografik degiskenler
arasinda anlaml bir iligki goriillmemistir (p>0.05).
Diger bir ifade ile Plasenta agirlig artarken sFLT-
1 genine ait P92186. Pozisyondaki primer bdlgesi
metilasyon diizeyi azalmaktadir.
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TARTISMA

Bizim calismamiz gestasyonel diyabetli has-
talarin plasental DNA metilasyonunu inceleyen iil-
kemizdeki ilk ¢alismadir. Ayrica bilgilerimize goére
anjiogenezde rol alan VEGF, PIGF ve sFLT-1 gen-
lerinin metilasyon profillerinin birlikte degerlendi-
rildigi literatiirdeki ilk ¢alisma niteligindedir.

DNA metilasyonu, GDM 1i gebeliklerin uzun do-
nem morbiditeleri i¢in mekanizmal 6neme sahip-
tir. Son zamanlarda DNA metilasyon defeklerinin
ovaryan fonksiyonlardan baglayarak, fertilizasyon,
implantasyon ve embriyogenezi de i¢ine alarak tiim
gebelik siirecini etkiledigi caligmalarda gosteril-
mistir (23). Fetomaternal serumlar ve kord kani ile
yapilan ¢calismalarda GDM’ ye bagli DNA metilas-
yon profillerinde farkliliklar saptanmistir (16, 24,
25). Ancak plasental 6rnekler ile yapilan az sayida
insan ¢aligmasi bulunmaktadir.

Genetik ve ¢evresel faktorler, plasental yap1 ve fe-
tal biiylimede 6nem tasir. Bu siiregte olusan epimu-
tasyonlar hem intrauterin gelisimi hem de postnatal
yasami etkilemektedir (26). Promotor dizilerdeki
CpG adaciklarinda meydana gelen hipermetilasyon
bu genleri inaktive eder (27). Hem implantasyon
hem de pre-implantasyon siirecinde yer alan, tro-
foblastik doku ve desiduada bol miktarda ekprese
edilen, anjiogenetik 6zelliklere sahip VEGF, PIGF
ve reseptorleri sSFLT-1 DNA metilasyon profille-
ri hakkinda gebelerde ¢ok az calisma mevcuttur.
Anjiogenezin plasentanin gelisim ve biiytikliigline
etkisi asikardir. Bizim g¢alismamizda da plasenta
agirligi artarken sFLT-1 genine ait P92186. Pozis-
yondaki primer bolgesi metilasyon diizeyi azaldigi
tespit edilmistir.

Januar ve ark insan plasental fonksiyonlara gore
gebelik sonuglarinin epigenetik diizenlenmelerle
nedensel iligkisini degerlendirmislerdir (28). DNA
metilasyonun klinik anlaminin ¢oklu gen fonksiyo-
nuna bagli oldugunu gdstermislerdir. Chen ve ark
caligmasi da bu sonucu desteklemistir (29). GDM
hem anjiogenezi hem de plasental remodellingi et-
kilemektedir. Bu nedenle biz ¢alismamiz igin pla-
sental anjiogenezde birlikte rol alan VEGF, PIGF
ve sFLT-1 genlerini sectik.

Yang ve ark embriyonal donemde anjiogenezde
onemli rolii olan VEGF nin eksikliginde konjenital
anomalilerin arttigini gostermislerdir. Diyabetli ve
obez gebelerde insiilin rezistansi, hiperinsiilinemi,
hiperglisemi endotelyal disfonksiyonu ve apop-
tozisi tetikler. Endotelyal apoptozis ise konjenital
anomalilerin olusma mekanizmasindaki ana ne-
denlerdendir. VEGF ekspresyonu iizerindeki etki-
nin metilasyon aracili olabilecegi diigiiniilmektedir.
Boyle gebeler icin VEGF takviyesinin tedavide
kullanilabilecegi diigiiniilmektedir (21). Ancak tiim
bu tedavilerin de epigenetik etkilerinin ileri yasa-
m1 ve hatta kalitim1 etkileyebilecegi géz Oniinde
bulundurulmalidir. Calismamiz bu mekanizmanin
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aydinlatilmasina katki saglamistir. Liu ve ark PE
ve GDM hastalarinin plasental metilasyon profil-
lerini degerlendirmisler ve her iki grupta calistikla-
11 genlerde her iki hastalik icin de bazi lokuslarda
hypometilasyon bazi lokuslarda da hipermetilas-
yon tespit etmiglerdir (30). Benzer sekilde bizim
calismamizda sfit-1 genine ait P92186., P92344.,
P92456. pozisyondaki primer noktalari metilasyon
degerlerinin GDM’li hastalarda hipometile; VEGF
genine ait P92668., P92710., P92863. pozisyonda-
ki primer noktas1 metilasyon degerlerinin de hiper-
metile oldugu saptanmuistir.

Metilasyon profilleri i¢in farkli dokularda benzer
hasta gruplariyla yapilan ¢alismalarda geliskili de-
gerler bulunmustur. Bunun temel sebebinin meti-
lasyonu gostermek icin kullanilan teknige baglh
oldugunu diisiinmekteyiz. Bir ¢ok metilasyon aras-
tirmasinda teknik olarak metilasyon-spesifik PCR
metodu kullanilmistir. Bu teknik, metilasyon tespiti
icin hizl1 bir ydntem olmasina karsin bazi dezavan-
tajlara sahiptir. Metilasyon spesifik PCR metodu,
sadece primer bolgeleri lizerine gelen az sayida
CpG noktasi hakkinda bilgi verebilmektedir ve bu
bilgi kantitatif degildir. Bizim ¢aligmamizda pro-
moter bolgelerde kullandigimiz yeni nesil sekans-
lama islemi kadar hassas bir yontem degildir (31).
Ayrica ¢alismamizda bu yontemle primer tasarimiz
icinde olan tiim primer noktalarini iceren, VEGF
geninden 24, sFLT-1 geninden 30, PIGF geninden
29 nokta incelenmistir. Saptanan metilasyon sonug-
lar1 background hesaplamasi ardindan tekrar de-
gerlendirilmistir. Background ¢ikarimi i¢in segilen
noktalarda metilasyon olmamas1 gerekmekte iken
hem bisiilfit hem de sekans asamasindaki hatalar-
dan dolay1 az miktarda (<%1) metilasyon durumu
tespit edilmistir. Bu durum background ¢ikariminin
Onemini ortaya koymustur.

SONUC

Plasental calismalarin zorlugu gozlenen epi-
genetik degisiklik i¢cin direkt nedensel iliskinin ku-
rulamamasidir. Ciinkii gézlemlenen epigenetik de-
gisikligin bozulmus plasental fonksiyonun sebebi
veya sonucu olma ihtimali neredeyse esittir (28).

Anjiogenezde etkili genlerin metilasyon degisiklik-
leri bir ¢ok patolojide etkili olabileceginden GDM
li hastalarda sekonder gelisebilecek komplikasyon-
lar1 dngermede epigenetik adaptasyonlarinin rolii-
ni belirlemek 6nemlidir. Bir marker olarak DNA
metilasyonunun temel obstetrik sorunlarda yerini
belirlemek icin daha ¢ok caligmaya ihtiya¢ vardir.
Son dénemde anne kaninda bulunan fetal DNA larin
kullaniminin artmasi prepartum metilasyon diizeyi
bakilmasina da imkan saglayabilir. Bu durum erken
tan1 ve tedavi yontemleri i¢in iimit vadetmektedir.
Perinatal, neonatal ve maternal morbidite ve mor-
taliteyi artiran yaygin gebelik komplikasyonlarinin
erken saptanmasi, uygun koruyucu 6nlemlerin alin-
masi ve onlenmesi, perinatal ve maternal sonuglari
iyilestirebilir.
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