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SAZETAK

Osnovni cilj ovog rada bio je utvrditi povezanosti globalne DNA metilacije i
nepravilnog razdvajanja kromosoma 21 tijjekom oogeneze i razvoja prirodenih sréanih
greSaka (engl. congenital heart defects, CHD) u sklopu Down sindroma (DS). Dodatno,
ispitivan je i utjecaj endogenih i egzogenih ¢imbenika na globalnu DNA metilaciju, kao Sto su
MTHFR C677T polimorfizam, spol, starosna dob, indeks tjelesne mase, unos folata putem
prehrane, perikoncepcijski unos pripravaka folata, uzivanje duhanskog dima i alkohola te
primjena lijekova.

Ispitanici i metode: U istrazivanje je bilo ukljuéeno 94 majki djece s DS-om maj€inog
podrijetla u kojih je toéno odredena mejotiCka dioba u kojoj je doSlo do nerazdvajanja
kromosoma 21. Kontrolnu grupu su ¢inile majke zdrave djece i uredne obiteljske i osobne
anamneze (N=100). Utjecaj globalne DNA metilacije na razvoj sindromskog CHD-a ispitivan
je na uzorku od 42 osobe s DS-om koje su ujedno djeca majki uklju€enih u ovo istrazivanje.
Globalna DNA metilacija analizirana je u limfocitima periferne krvi, kvantifikacijom metilacije
LINE-1 pomocéu MethyLight metode. Genotipizacija MTHFR C677T polimorfizma izvedena je
PCR-RFLP metodom.

Rezultati: Globalna DNA metilacija u majki djece s DS-om je statisti¢ki zna¢ajno niza nego u
majki zdrave djece (P=0,000), ali se ne razlikuje ovisno o mejoti¢koj diobi u kojoj je doSlo do
nerazdvajanja kromosoma 21 (P=1,000), kao ni u odnosu na prisustvo CHD-a u njihove
djece (P=0,951). Vrijednost globalne DNA metilacije je statistiCki znaCajno povezana s
kombinacijom MTHFR C677T genotip/prehrana (R°=4,5%; P=0,046). NajniZe vrijednosti
globalne DNA metilacije su imale majke CT+TT genotipa i prehrane siromasne folatima.
Doprinos ovog Cimbenika na varijabilnost globalne DNA metilacije joS je ve¢i u majki kod
kojih se dogodilo nerazdvajanje kromosoma tijekom prve mejoticke diobe (R?=6,2%;
P=0,036), a najveéi udio utvrden je u majki djece s DS-CHD* (R?=9,9%; P=0,026), i to

posebno u majki djece s DS-om i septalnim defektom (R?=15,4%; P=0,018). Globalna DNA



metilacija u ispitanika s DS-om se statisticki znacajno ne razlikuje ovisno o prisutnosti CHD-a
(P=1,000), ali ju statisti¢ki znagajno opisuje spol osobe (R?*=19,1%; P=0,025).

Zakljuéak: U naSem istraZivanju utvrdena je globalna DNA hipometilacija u majki djece s
DS-om regularnog tipa majéinog podrijetla $to ju opisuje kao moguceg €imbenika rizika za
nepravilno razdvajanje kromosoma 21 tijekom oogeneze. lako nije utvrdena povezanost
globalne DNA metilacije i CHD-a u sklopu DS-a, njen se utjecaj ne moze potpuno iskljuciti jer
na njene vrijednosti utie¢u MTHFR genotip i prehrana majke, &iji bi se u¢inak mogao ispoljiti

na ve¢em broju ispitanika.

Kljuéne rije¢i: DNA metilacija, globalna; Kromosomsko nerazdvajanje; Prirodene sréane

gredke; Down sindrom



SUMMARY

The aim of this study was to determine the association between global DNA
methylation and nondisjunction of chromosome 21 during oogenesis and occurence of
congenital heart defects (CHD) in Down syndrome (DS). Additionally, the imact of
endogenous and exogenous factors on global DNA methylation was analyzed, including
MTHFR C677T polymorphism, gender, age, body mass index, intake of folate through diet,
periconceptional folic acid supplementation, smoking, alcohol drinking and medication use.
Patients and methods: A total of 94 mothers of children with DS of maternal origin and with
defined meiotic stage of chromosome nondisjunction have been enrolled in this study. The
control group consisted of mothers of healthy children with no personal or family history
(N=100). The influence of global DNA methylation on development of CHD was studied in 42
DS probands who were the children of mothers included in this study. Global DNA
methylation was analyzed in peripheral blood lymphocytes by quantification of LINE-1
methylation using MethyLight method. Genotyping of MTHFR C677T polymorphism was
performed by PCR-RFLP.
Results: Global DNA methylation in mothers of children with DS was significantly lower than
in mothers of healthy children (P=0.000), but no significant differences were found regarding
the meiotic stage of nondisjunction of chromosome 21 (P=1.000) or regarding the presence
of CHD in their children (P=0.951). Combination of MTHFR C677T genotype/diet significantly
influenced global DNA methylation (R?=4.5%, P=0.046). The lowest values of global DNA
methylation were determined in mothers with CT+TT genotype and low folate diet. The
contribution of these factors was even higher among mothers of children with trisomy 21
resulted from meiotic one nondisjunction (R*=6.2%, P=0.036). The highest effect was found
in mothers of children with DS-CHD* (R?=9.9%, P=0.026), particularly among those who had
children with DS and septal heart defect (R?=15.4%, P=0.018). In DS probands, no

significant differences in global DNA methylation were found according to the presence of
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CHD (P=1.000), but values of global DNA methylation were significantly influenced by
gender (R?=19.1%; P=0.025).

Conclusion: Our findings revealed global DNA hypomethylation in mothers of children with
DS, suggesting that this is a possible risk factor for nondisjunction of chromosomes 21 during
oogenesis 21. Although, global DNA methylation was not significantly associated with
development of CHD in DS, its influence can not be completely excluded, since the
significant impact of MTHFR genotype and diet on global DNA methylation in mothers of DS-
CHD" was determined. Further analyses on larger sample are needed to provide an answer

to this question.

Keywords: DNA methylation, global; Nondisjunction, genetic; Congenital heart defects,

Down syndrome
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1. UvOD

Centralna dogma molekularne biologije zasniva se na pretpostavci da je u primarnom
slijedu nukleotida genomske deoksiribonukleinske kiseline (engl. deoxyribonucleic acid —
DNA) pohranjena temeljna geneticka informacija koja se izrazava prepisivanjem i
prevodenjem (1). Medutim, osim genetiCkog koda u genomu Covjeka postoji i epigeneticki
kod koji regulira gensku aktivnost u svakoj stanici (2). EpigenetiCke modifikacije su
nasliedne, reverzibilne promjene genske ekspresije bez promjena u DNA slijedu. Osnovni
epigeneticki mehanizmi su DNA metilacija, posttranslacijske modifikacije histona i utiSavanje
gena ovisno 0 malim molekulama RNA. Ovi mehanizmi se medusobno nadopunjuju i ¢ine
epigeneticku mrezu koja precizno regulira aktivnost pojedinih gena ovisno o stadiju razvoja i
stani¢ne diobe, ali i transgeneracijski (3). Uspostavu epigeneticke mreze odreduje struktura
gena i njegovog promotora, kao i stalno medudjelovanje razli€itih egzogenih i endogenih
C¢imbenika. EpigenetiCke modifikacije se smatraju glavnim mehanizmom kojim okoliSni
Cimbenici utje€u na gensku ekspresiju, te na taj nain mogu pridonijeti nastanku razli€itih

bolesti (2).

1.1. DNA metilacija

DNA metilacija je jedan od najvaznijih epigenetickihn mehanizama, a ukljuCena je u
regulaciju brojnih staniCnih procesa kao Sto su utiSavanje gena za vrijeme embrionalnog
razvoja, inaktivaciju X kromosoma, uspostavu genomskog utiskivanja (engl. genomic
imprinting) i oCuvanje stabilnosti kromosoma (4). U biokemijskom smislu, DNA metilacija
predstavlja kovalentno vezivanje metilne skupine na citozin koji prethodi (5’) gvaninu unutar
CpG dinukleotida. Oko 80% CpG dinukleotida u ljudskom genomu je metilirano (5,6).

Metilirani citozin je podloZzan spontanoj deaminaciji u timin (7-9). Mehanizmi popravka DNA
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ne prepoznaju ovu promjenu te je uCestalost CpG dinukleotida u ljudskom genomu puno
rieda od ocekivane (10). Njihovu frekvenciju odrzavaju nemetilirani CpG dinukleotidi koji su
grupirani unutar takozvanih CpG otoka (engl. CpG islands). Analizom kromosoma 21 i 22
(oko 2% ljudskog genoma) utvrdeno je da su to podru¢ja dulja od 500 parova baza koja
posjeduju vise od 55% nukleotida s bazama G+C, pri emu je omjer opazene i oekivane
frekvencije CpG 20,65 (11). CpG dinukleotidi su u klasterima rasporedeni u promotorskim
regijama gena i visoko ponoviljenim sekvencama, elementima kao $to su dugi rasprseni
nukleotidni elementi (engl. long interspersed nucleotide elements — LINE) i Alu repetativni
elementi (9,11,12). Humani genom sadrzi oko 1,4 milijuna Alu i pola miljuna LINE
elemenata. CpG dinukleotidi smjesteni u ovim ponavljaju¢im segmentima su obi¢no metilirani
Sto onemogucava njihovu ekspresiju (13). LINE-1 elementi, koji su najbrojnija porodica LINE,
i Alu elementi mogu se koristiti kao markeri za globalnu DNA metilaciju. Oko 70% gena ima
CpG otoke u promotorskoj regiji, ukljuujuci sve “kuéepaziteljske” gene (engl. housekeeping
gene) i oko 40% tkivno specificnih gena (8,9,14-17). Ovi otoci obi€no nisu metilirani $to
omogucéava normalnu transkripciju gena. Ukoliko su CpG otoci u promotorskoj regiji
metilirani, kao na primjer kod utisnutih gena (engl. imprinted genes) i gena na inaktivnom X
kromosomu, nec¢e doci do genske ekspresije (6). DNA metilacija inhibira transkripciju gena
na nacin da dodana metilna skupina interferira s vezanjem nekih transkripcijskih faktora
(18,19). Takoder, metilacija CpG uvjetuje vezivanje transkripcijskih represora (engl. methyl-
CpG binding proteins — MBD) koji se specifi¢no vezu na metiliranu DNA. Ovi represori djeluju
kao kompleksi s enzimima koji kataliziraju modifikacije histona kao $to acetilacija, metilacija,
sumoilacija ili fosforilacija. Smatra se da DNA metilacija i posttranslacijske modifikacije
histona djeluju koordinirano u organizaciji strukture kromatina (20). U regulaciji strukture
kromatina sudjeluju i proteinski kompleksi koji mijenjaju polozaj i strukturu nukleosoma.
Promjene strukture kromatina putem DNA metilacije, posttranslacijskih modifikacija histona i

remodeliranja nukleosoma predstavljaju epigeneticku informaciju koja je ukljuena u



regulaciju ekspresije gena, a s kojom su povezane mnoge bioloSke funkcije eukariotske
stanice.

Obrazac DNA metilacije formira se tijekom gametogeneze i ranog embrionalnog
razvoja kada se reprogramiraju epigeneticki biljezi naslijedeni od roditelja (3,21).
Reprogramiranje se zasniva na demetilaciji i ponovnoj metilaciji DNA. Demetilacija moze biti
pasivna i aktivha. Aktivna DNA demetilacija je joS nedovoljno razjasnjena, ali je predlozeno
nekoliko mehanizama ukljuCujuéi uklanjanje metilnih skupina putem mehanizma popravka
DNA izrezivanjem baza, kao i direktno uklanjanje metilne skupine reakcijom hidrolize,
oksidacije ili posredovanjem nekog enzima (3,22-26). Pasivha demetilacija je ovisna o
replikaciji DNA, pri ¢emu se metilacija novosintetiziranih DNA lanaca postupno smanjuje
uslijed nedostatka ili inhibicije enzima DNA metiltransferaze 1 (21,27). DNA metiltransferaze
(engl. DNA methyltransferase — DNMT) su enzimi odgovorni za DNA metilaciju (28).
Upostavu obrasca metilacije kataliziraju enzimi DNMT3A i DNMT3B, uz prisustvo kofaktora
DNMT3L, dok odrzavanje obrasca metilacije provodi enzim DNMT1.

Reprogramiranje u rano embrionalno doba zapocinje odmah nakon oplodnje, a
uklju€uje sve gene osim onih koji pokazuju fenomen genomskog utiskivanja (29). Genomsko
utiskivanje je posljedica epigenetickih modifikacija koje dovode do ekspresije samo jednog
alela istog gena, ovisno o roditeljskom podrijetlu (30). Do sada je poznato barem 80 utisnutih
gena Covjeka, a regije koje su ukljuene u taj proces nazivaju se razliCito metiliranim
regijama (engl. differentially methylated regions). Nakon implantacije blastociste ponovno se
uspostavlja obrazac DNA metilacije koji se stabilno prenosi tijekom stani¢nih dioba (21).
Reprogramiranje u gametogenezi zapocCinje u vrijeme migracije spolnih prastanica, a
uklju€uje sve gene osim nekih retrotranspozona (31). Spolne prastanice nastaju iz epiblasta,
vanjskog sloja embrioblasta, tijekom 2. tjedna gestacije. Izmedu 4. i 6. tiedna gestacije ove
stanice migriraju u podrucje buducih gonada (32). Tijekom ovog razdoblja briSu se roditeljski
obrasci DNA metilacije, pri ¢emu spolne prastanice ulaze u stanje mitotickog i mejotickog

mirovanja kako bi se sprijeCilo premjestanje retrotranspozona tijekom replikacije nemetilirane
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DNA (31,33). Obrazac DNA metilacije se nanovo uspostavlja ovisno o spolu ploda, Sto
rezultira funkcionalnom nejednako$¢u genoma. Vrijeme kada se dogada ponovna metilacija
takoder ovisi o spolu ploda. Kod ploda muskog spola metilacija zapo€inje odmah nakon
demetilacije, a zavrSava nedugo nakon rodenja, dok kod Zenskog spola metilacija zapo€inje

nakon rodenja, a zavr§ava neposredno prije ovulacije (35,36).

1.2. DNA metilacija i stabilnost genoma

U mnogim kompleksnim bolestima kao $to su tumori, ateroskleroza, Alzheimer-ova
bolest i psihijatrijski poremecaji Cesto je prisutna globalna DNA hipometilacija kao i specificna
hipermetilacija nekih gena (12). Globalna DNA hipometilacija povezana je s nestabilnoSc¢u
genoma, a gen specificna hipermetilacija s utiS8avanjem, iskljuCivanjem gena (engl. gene
silencing). Hipometilaciia DNA uglavnom zahvaéa nekodiraju¢e dijelove DNA, odnosno
introne te regije izmedu gena, prvenstveno ponavljajuée regije i transpozone (37,38).
Poznato je da veéi dio genoma €ovjeka ¢ine nekodiraju¢i DNA sljedovi, a vise od 50% ¢ine
ponavljajuéi sljedovi DNA, uklju€ujuci ponavljanja jednostavnih slijedova i transpozone (8).

Ponavljanja jednostavnih slijedova, poput satelitne ili telomerne DNA su
visokometilirana i ne predstavljaju funkcionalnu genetiCku informaciju (39). Njihova bioloska
funkcija temelji se na strukturnoj organizaciji kromatina koja je neophodna za pravilno
odvijanje stani¢nog ciklusa, sparivanje i razdvajanje kromosoma (39). Centromera je
specijalizirana regija kromosoma koja predstavlja mjesto udruzivanja sestrinskih kromatida i
osigurava pravilno razdvajanje kromosoma tijekom stani¢ne diobe. Telomere su neophodne
za replikaciju linearne DNA te osiguravaju stabilnost kromosoma (40). Medutim, osim same
sekvence DNA, pravilnu funkciju ovih kromosomskih regija uvjetuje i jedinstven epigeneticki
biljeg, karakteristiCan za konstitutivni heterokromatin, a ukljuCuje metilaciju lizinskih ostataka
histona i DNA hipermetilaciju (41-43). DNA metilacija utjeCe na strukturu i dinamiku
kromatina u ovim regijama kromosoma. Proteini pridruZzeni centromeri koji formiraju
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kinetohoru vezu se upravo na metiliranu DNA §to omogucava pravilno formiranje i
lokalizaciju kinetohornog sustava (44,45). Hipometilacija satelitnih regija povezuje se s
nastankom strukturnih i numeri¢kih aberacija kromosoma u tumorskim stanicama i u
stanicama pacijenata sa sindromom imunodeficijencije, centromerne nestabilnosti i anomalija
lica (engl. Immunodeficiency, centromere instability and facial anomalies syndrome — ICF)
koji je uzrokovan mutacijom DNMT3B gena (46-54). Gubitak funkcije telomera, uslijed
promjena u slijedu DNA ili epigeneti¢kih promjena, takoder moze dovesti do abnormalnosti
telomera i nestabilnosti genoma (55-58). Istrazivanja pokazuju da DNA metilacija ima ulogu
u sprjeCavanju rekombinacije te da hipermetilacija centromerne i telomerne DNA
onemogucéava rekombinaciju unutar ovih regija (43,59-61). Poznato je da rekombinacije
izmedu homolognih kromosoma nisu ravnomjerno rasporedene u genomu covjeka veé se
javljaju u specifi¢nim regijama kromosoma veli¢ine 1-2 kb (engl. recombination hotspots) (62-
64). Ova mjesta rekombinacije su vrlo dinami¢na, a DNA metilacija sudjeluje u regulaciji
obrasca rekombinacije kromosoma 3&to djelomiCno objasSnjava i povezanost broja
rekombinacija i sadrzaja GC baza (59,61).

Transpozoni su pokretni geneticki elementi (engl. transposable elements) koji se
premijeStaju unutar genoma putem DNA ili RNA intermedijara ¢ime omogucavaju
horizontalni prijenos genetiCke informacije, neovisno o kromosomima (8,38). Transpozoni se
uglavnom nalaze na svim kromosomima i to u eukromatinskim podrucjima te su znatno
manje prisutni u heterokromatinskim regijama u kojima se nalazi satelithna DNA (8,65,66).
Takva raspodjela objadnjava se njihovom vjerojathom ulogom u pravilnom odvijanju
stani¢nog ciklusa. Vise od 40% genoma Covjeka Cine retrotranspozoni koji se premjestaju
reverznom transkripcijom RNA intermedijara (8). Retrotranspozoni se dijele na elemente s
dugim terminalnim ponavljanjima (engl. Long terminal repeats — LTR), kratke rasprSene
elemente (engl. Short interspersed nuclear elements — SINE) i LINE elemente. Smatra se da
su transpozoni doprinjeli evolucijskom razvoju novih gena, preslagivanju kromosomske DNA

i raznolikosti genoma (8). Naime, prilikom njihovog premjestanja uCestalo se prenosi i
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susjedna DNA, koja integracijom u aktivne gene, moZe dovesti do stvaranja novih
regulatornih ili kodirajuéih sljedova. Medutim, tijekom evolucije ove sekvence su nakupile niz
mutacija koje su pogodile i gene neophodne za njihovu transpoziciju te velika veéina
pokretnih elemenata u genomu Covjeka danas nije aktivha. Danas je aktivho jo§ samo oko
100 kopija LINE-1 (8,67,68). Kao najbrojnija porodica LINE elemenata, LINE-1 €ini 17% do
25% ljudskog genoma (8,11). Ekspresija pokretnih genetiCkih elemenata je precizno
regulirana epigenetiCkim mehanizmima (66). Osim tijekom kratkog perioda globalne
demetilacije u embrionalnom razdoblju, ovi elementi su hipermetilirani i utiSani (3,19,66).
Smatra se da hipometilacija ovih nekodirajucih dijelova DNA doprinosi nestabilnosti genoma.
Hipometilacija transpozona koji jo$ imaju aktivne promotore dovodi do njihove transkripcije i
aktivacije $to moze utjecati na ekspresiju drugih gena (68-70). PremjeStanjem na novo
mjesto u genomu transpozoni mogu inducirati mutacije te dovesti do promjene ekspresije
nekog gena, odnosno narusiti strukturu gena ili proteina. Takoder, uslijed DNA hipometilacije
moze doci do rekombinacije izmedu rasprSenih elemenata integriranih na razliCita mjesta i
nastaka razliCitih strukturnih promjena, uklju€ujuci inverzije, translokacije, duplikacije ili

delecije (71).

1.3. Utjecaj endogenih i egzogenih ¢imbenika na DNA metilaciju

Epigeneticki biljezi se mogu mijenjati tijekom Zivota pod utjecajem razli€itih endogenih
i egzogenih &imbenika (72-76). Endogenim Cimbenicima se mogu smatrati genotip, spol i
rasna pripadnost, dok se prehrana, tjelesna tezina, aktivnost, uzivanje duhanskog dima i
alkohola, te izlozenost kancerogenim faktorima i bakterijskim infekcijama smatraju
egzogenim Cimbenicima (73,74). Ovisno o prirodi i intenzitetu djelovanja Cimbenika, te
trenutku djelovanja, epigenetske promjene mogu dovesti do trajnih promjena u tkivu, strukturi
i funkciji organa te fenotipskih promjena (72,75). Te promjene mogu biti kratkoro¢ne, ali i

dugoro¢ne, poput onih koje su neophodne za diferencijaciju stanica. Stoga epigeneticko
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reprogramiranje tijekom razvoja ima trajan ucinak i na zdravlje potomaka (72,75).
Epigeneticke promjene se s godinama akumuliraju te u konacnici doprinose razvoju razlicitih
kompleksnih bolesti povezanih sa starosnom dobi, kao §to su tumori, kardiovaskularne i
plu¢ne bolesti, diabetes, pretilost, neuroloSke bolesti. Dokazano je da jednojaj¢ani blizanci
koji zive u razli¢itim uvjetima, s godinama akumuliraju znacajne razlike u obrascu DNA

metilacije (76).

1.3.1. Egzogeni ¢imbenici

Brojne studije usmjerene su na povezanost izmedu razliCitih poremecaja i statusa
globalne DNA metilacije u limfocitima periferne krvi kao moguceg biomarkera u detekciji,
dijagnozi ili prognozi bolesti (77-84). Ove studije naglaSavaju vaznost utjecaja razliCitih
C¢imbenika na DNA metilaciju. lako su €esto kontradiktorna, vecina istrazivanja ukazuje da se
s povecanjem starosne dobi snizava status globalne DNA metilacije, kao i da je globalna
DNA metilacija visa kod osoba muskog spola u odnosu na Zenski spol (73-88). I1zloZzenost
nekim kancerogenim tvarima poput benzena, olova, arsena te oneciS¢enju zraka nastalog
izgaranjem fosilnih goriva uglavnhom se povezuje sa snizenim statusom globalne DNA
metilacije (89-93). Smatra se da izloZzenost dimu cigarete tijekom embrionalnog razvoja moze
dovesti do promjena globalne DNA metilacije u odrasloj dobi, dok uzivanje duhanskog dima
kasnije tijekom zZivota nema utjecaja na metilacijski status (74,86,87,94). Istrazivanja utjecaja
konzumacije alkohola na globalnu DNA metilaciju nisu dovela do jasnih zaklju€aka, iako neki
autori sugeriraju povezanost s viSim vrijednostima globalne DNA metilacije, osobito u
kombinaciji s uzivanjem duhanskog dima (74,78,95). Indeks tjelesne mase (engl. body mass
index — BMI) u vecini studija nema utjecaj na DNA metilaciju, medutim u istrazivanju
provedenom na Zenama reproduktivhe dobi utvrdeno je da Zene s viSim BMI-om imaju
snizen status globalne DNA metilacije (74,96,97). Prehrana, prvenstveno unos folata,

takoder mozZe utjecati na globalnu DNA metilaciju. Nedostatni unos folata uglavhom se
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povezuje s nizim vrijednostima globalne DNA metilacije (98-101). Takoder, prehrana majke
tijekom trudno¢e moze utjecati na metilacijski obrazac ploda (102). lzvrstan primjer kako
prehrana putem epigeneti¢kih modifikacija moze dovesti do promjene fenotipa ploda je
istraZivanje provedeno na misjim Agouti modelima (102). Dokazano je da promjene u unosu
donora metilnih skupina u prehrani majke miSa mogu utjecati na DNA metilaciju potomaka.
Ove promjene su u konacnici dovele do promjena u boji krzna potomaka, neovisno o

njihovom genotipu.

1.3.2. Metabolizam folata i DNA metilacija

Folat pripada skupini B vitamina, topljivih u vodi i ima vaznu ulogu u razdobljima
intenzivnog stani¢nog rasta. Ovaj esencijalni vitamin potreban je u brojnim reakcijama
metilacije. Dokazano je da deficit folata moze biti uzrok DNA hipometilacije (98-101). Naime,
glavni donor metilnih skupina za DNA metilaciju je S-adenozilmetionin (SAM), vazan
metiliraju¢i agens koji sudjeluje u viSe od stotinu poznatih reakcija metilacije, uklju€ujuéi
metilaciju DNA, RNA, proteina i lipida (103). Prijenosom metilne skupine SAM se konvertira u
S-adenozilhomocistein (SAH) koji se zatim hidrolizira u homocistein i adenozin (103). SAM
se sintetizira u ciklusu aktivirane metilne skupine iz esencijalne aminokiseline metionina.
Unos metionina putem prehrane nije dovoljan za brojne reakcije metilacije pa se homocistein
usmjerava na put remetilacije u metionin posredovan enzimom metionin sintaza (engl.
methionin sintase). Glavni izvor metilnih skupina za ovu reakciju je cirkuliraju¢a forma folata,
5-metiltetrahidrofolat. Nedostatak aktiviranih metilnih skupina dovodi do smanjene sinteze
SAM i povecéanja razine totalnog homocisteina u plazmi, Sto rezultira poveéanjem
unutarstanicne razine SAH i smanjenjem omjera SAM/SAH. SAH inhibira DNA
metiltransferazu te se omjer SAM/SAH smatra dobrim pokazateljem metilacijskih
sposobnosti stanice (103,104). Jedini izvor folata za ¢ovjeka je unos putem prehrane. Folate

nalazimo u zelenom lisnatom povréu (Spinat, salata, brokula), vo¢u (narance, limuni, jagode,
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kivi), mahunarkama, Zzitaricama i telecoj jetri (105). Nakon apsorpcije u ileumu folati se
reduciraju i metiliraju u jetri u cirkuliraju¢u formu N5-metiltetrahidrofolat (5-metilTHF), a enzim
koiji katalizira ovu reakciju je metilentetrahidrofolat reduktaza (engl.
methylenetetrahydrofolate reduktase — MTHFR). Ovaj enzim ima kljucnu ulogu u regulaciji
dostupnosti folata za sintezu DNA i remetilaciju homocisteina. Do danas je poznato viSe od
20-ak mutacija na MTHFR genu, a jedan od funkcionalno najvaznijih polimorfizma MTHFR
gena je C677T koji nastaje supstitucijom baze citozina u timin u 4. egzonu $to dovodi do
zamjene aminokiseline alanina u valin (A222V) (106). Ovaj polimorfizam utjeCe na
termolabilnost enzima i reducira njegovu aktivnost za 50%-60% uslijed ¢ega se smanjuju
koli¢ine dostupnog 5-metilTHF (106). Ovakav enzim je nesposoban vezati folate $to znatno
umanjuje prijenos metilnih skupina i moze dovesti do razli€itih poremecaja (107). Dokazano
je da u kombinaciji sa smanjenom koncentracijom folata u krvi, ovaj polimorfizam dovodi do
hipometilacije DNA u leukocitima periferne krvi zdravih osoba (108-111). lIstrazivanja
pokazuju da MTHFR C677T polimorfizam uz nedostatan unos folata moze biti rizican
Cimbenik za poremecaje povezane s DNA hipometilacijom, ukljuujuci prirodene anomalije
kao Sto su defekt neuralne cijevi (engl. neural tube defect — NTD), rascjep usne i nepca

(engl. cleft palate) i prirodene sréane greske (engl. congenital heart defects — CHD) (112).

1.4. DNA metilacija i prirodene sréane greske

Prirodene sréane greSke spadaju medu naj¢escée prirodene anomalije s prevalencijom
od 0.8% uklju€ujuci Zivorodenu i mrtvorodenu djecu kao i medicinski indicirane prekide
trudno¢a (113). Prirodene srfane greSke se mogu javiti kao izolirane malformacije ili
zdruZene s drugim ekstrakardijalnim malformacijama (114,115). Nastaju uslijed nepotpunog
razvoja srca tijekom embrionalnog razdoblja (116-118). Embrionalni razvoj srca zapocinje
poCetkom 3. tjedna gestacije kada stanice visceralnog mezoderma u stijenci Zzumanjcane

vrece diferenciraju u angioblaste, preteCe endotelnih stanica. Proliferacijom angiobalasta na
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lateralnim stranama embrija nastaju dvije skupine angiogenih stanica. Ove stanice migriraju
prema naprijed formirajuci primarno ili prvo kardiogeno podrucje (engl. first heart field — FHF)
koje poput polumjeseca obuhvaca predniji kraj neuralne ploce (engl. cardial crescent). Nesto
kasnije, pojavljuje se jo$ jedna skupina angiogenih stanica koja formira drugo kardiogeno
podrucje (engl. second heart field — SHF) te se postavlja medijalno i dorzalno u odnosu na
FHF u podruéju kardiogenog polumjeseca (119). Zbog savijanja embrija u lateralnom smjeru,
do kraja 3. tjedna, ove stanice se stapaju u zajedni¢ku sréanu cijev, koja se sastoji od
unutrasnjeg sloja endokardijalnih stanica i vanjskog sloja miokardijalnih stanica. Izmedu 23. i
28. dana sréana cijev nastavlja rasti i poCinje se savijati u sr€anu petlju. Za vrijeme
oblikovanja sréane petlije duz sr€ane cijevi nastaju proSirenja, sto rezultira nastankom cCetiriju
sr¢anih Supljina. Do kraja embrionalnog razvoja formiraju se sr€ani zalisci i pregraduju se
atriji, ventrikuli i arterijski trunkus (120). Pravilan polozaj i funkcija sréanih zalistaka klju¢ni su
za formiranje komora i pravilan protok krvi.

Etiologija CHD-a je u vecini sluajeva nepoznata (121). Od poznatih uzroka geneticki
¢imbenici su najzastupljeniji. Kromosomske abnormalnosti javljaju u 5%-10%, a genske
promjene u 3%-5% slu€ajeva CHD-a (122). Oko 2% sluCajeva CHD-a nastaje tijekom
embrionalnog razvoja uslijed toksicnog djelovanja alkohola, te lijekova kao Sto su litij,
talidomid, neki antiepileptici, kao i uslijed izloZzenosti majke rendgenskom zracenju (123).
Infekcija virusom rubeole, Se¢erna bolest, fenilketonurija i sistemski eritemski lupus majke,
takoder mogu dovesti do poremec¢aja normalnog razvojnog procesa srca (123). Rizik od
razvoja CHD-a nakon izlozenosti teratogenu ovisi o dozi, razdoblju i trajanju izlozenosti, te
genetickoj predispoziciji majke i ploda. Medutim, pojedinane uzroke u nastanku CHD vrlo je
tesko izdvojiti. Smatra se da 85% CHD ima multifaktorijalnu etiologiju i nastaje kao posljedica
medudjelovanja gena majke i ploda kao i brojnih vanjskih Cimbenika koji djeluju na razvoj
srca tijekom embrionalnog razvoja (73,84,104,113,121,122,124,125). Stoga su mnoge
studije usmjerene na utvrdivanje mjera prevencije u nastanku CHD-a u smislu izbjegavanja

lijekova, kemijskih agenasa te imunizacije protiv specifi¢nih mikroorganizama (113). Predmet
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brojnih istrazivanja je i protektivan uc€inak prekoncepcijskog unosa folata na nastanak CHD-a
(121,125-134). Tijekom trudnoce je povecana potreba za sintezom i metilacijom DNA koje su
ovisne o folatima (135). Dokazano je da deficit folata tijekom trudnoée ili upotreba lijekova
koji interferiraju s metabolizmom folata imaju teratogeni ucinak, $to se oc€ituje vecom
uCestaloS¢éu pobacaja, poremecéaja razvoja i prirodenih anomalija, ukljuuju¢i NTD i CHD
(136,137). Jo§ je 1991. godine Medical Research Council donio preporuke o uzimanju folne
kiseline u perikoncepcijskom razdoblju i tijekom prva tri mjeseca trudnoée kao mijeru
prevencije za NTD (137-139). Food and Drug Administration je 1998. godine propisala
obogacivanje Zitarica folnom kiselinom te se danas u velikom broju zemalja biljezi znatno
smanjenje incidencije NTD-a (140-142). Protektivan ucinak folata u nastanku CHD-a sugerira
sve vecli broj istrazivanja (121,125-134). Shaw i suradnici su utvrdili da je rizik za nastanak
konotrunkalnih anomalija u djeteta 30%-35% manji u majki koje su uzimale folnu kiselinu u
perikoncepcijskom razdoblju u odnosu na majke koje nisu uzimale folnu kiselinu (126). Ove
rezultate potvrdila je i velika studija provedena u Atlanti u kojoj su majke konzumenti
multivitamina s folnom kiselinom imale 24% maniji rizik za nastanak CHD-a u djeteta, osobito
konotrunkalnih anomalija i defekata septuma ventrikula (engl. ventricular septal defect, VSD)
(121,127,134). Czeizel i suradnici su utvrdili joS vecu znacajnost te je prenatalni unos
multivitamina koji sadrze folnu kiselinu bio povezan s ¢ak 43% manjim rizikom za CHD
djeteta, takoder prvenstveno konotrunkalnih anomalija i VSD (130-133). U studiji provedenoj
u Nizozemskoj utvrdena je povezanost poveé¢anog unosa folne kiseline i smanjenog rizika za
nastanak septalnih defekata srca (143). Vazno je spomenuti i istrazivanje provedeno u
Kanadi, u kojem je utvrdena smanjena prevalencija CHD-a nakon uvodenja mandatornog
obogadivanja zitarica folnom kiselinom (144). Nadalje, rizik za nastanak CHD-a u djeteta je
veci kod trudnica koje upotrebljavaju lijekove koji interferiraju s metabolizmom folata kao $to
su inhibitori dihidrofolat reduktaze (145). Ovi lijekovi sprieCavaju sintezu tetrahidrofolata,
aktivnog oblika folata, a koriste se u terapijske svrhe kao antibiotici i antimetaboliti. Smatra

se da je protektivan ucinak folata upravo u stimulaciji unutarstanic¢nih metilacijskih procesa te

11



da je nedostatak folata djelovanjem na uspostavu i odrzavanje metilacijskog obrasca,
povezan s razli€itim tumorima, kardiovaskularnim, neuroloskim i psihijatrijskim poremecajima
te prirodenim anomalijama (116,121,125-134,143,144,146-148). lako se radi 0 manjem broju
istraZivanja, treba spomenuti da neki autori nisu utvrdili povezanost pove¢anog unosa folata
majke i rizika za nastanak CHD-a u djeteta (128,129).

S obzirom na brojne studije koje sugeriraju protektivan ucinak folata na CHD, veliki
Znanstveni interes usmjeren je i na povezanosti MTHFR C677T polimorfizma i povisenog
rizika za nastanak CHD-a (106,149-159). Medutim, rezultati istrazivanja su kontradiktorni.
Zadnja meta analiza iz 2012. godine ukljucila je 20 studija provedenih u zemljama Sjeverne i
Juzne Amerike, Europe i Azije (159). Utvrdeno je da MTHFR 677TT genotip u djece i oCeva
predstavlja rizicni ¢imbenik za nastanak CHD-a. Medutim, nije utvrdena povezanost izmedu
MTHFR C677T polimorfizma majke i poviSenog rizika za nastanak CHD-a, kao ni u
predhodnoj meta analizi koju su 2007. godine proveli van Beynum i suradnici (158,159).
Autori naglasavaju da je potrebno uzeti u obzir heterogenost populacija uklju¢enih u meta
analizu, tipova CHD-a, nedostatak podataka o perikoncepcijskoj primjeni folata i prehrani
trudnica, kao i razlike zbog mandatornog obogacivanja Zitarica folnom kiselinom u nekim
zemljama. Naime, zemlje Europske unije nemaju zajedni¢ki zakon o obaveznom
obogacivanju hrane folnom kiselinom, ve¢ se ono provodi samo u nekim zemljama (121).

Mjerenje koncentracija metabolita iz puta folata/homocisteina kao biomarkera
metilacije u majki djece s prirodenim anomalijama ukazuju na DNA hipometilaciju (98,151,
160-162). Jos su 1999. godine Kapusta i suradnici utvrdili da je hiperhomocistinemija majke
povezana s rizikom za nastanak CHD-a u djeteta (161). Takoder, Hobbs i suradnici su u
majki djece s CHD-om utvrdili poviSene koncentracije homocisteina i SAH, te sniZzene
koncentracije metionina, SAM i omjera SAM/SAH (151). Potvrdivsi ove rezultate Chowdhury i
suranici su u majki djece s izoliranim CHD proveli kvantitativno mjerenje globalne DNA
metilacije u limfocitima periferne krvi (77). Status globalne DNA metilacije odreden je na

temelju kvantifikacije metilacije LINE-1. Utvrdili su povezanost izmedu globalne DNA
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hipometilacije majki i poviSenog rizika za nastanak izoliranih CHD u djeteta, i to posebno
septalnih defekata. Novija istrazivanja uglavnom se temelje na klasifikaciji CHD-a prema
patogenetiCkom mehanizmu nastanka tijekom embrionalnog razvoja koja uklju¢uje defekte
smjestaja i stvaranja sr€ane petlje, poremecaje migracije stanica ektomezenhima, defekte
usmjerenog rasta, abnormalnosti apoptoze, defekte intrakardijalnog protoka krvi te
poremecaje u izvanstanicnom matriksu (163). lzvanstaniCni matriks ima vaznu ulogu u
formiranju i polozaju endokardijalnih jastuci¢éa koji su klju¢ni za pregradivanje
atrioventrikularnog kanala te membranskog dijela pregrade izmedu atrija i ventrikula. Stoga
se poremecaji izvanstanicnog matriksa smatraju kljuénim patogenetskim mehanizmom u
nastanku defekata endokardijalnih jastucica kao $to je kompletni atrioventrikularni kanal
(163). Poremecaji izvanstanicnog matriksa imaju najveéu incidenciju pridruzenih
ekstrakardijalnih malformacija (163). Stovise, vise od 60% sludajeva atrioventrikularnog
septalnog defekta se javlja upravo u sklopu sindroma Down. U nedavnoj studiji provedenoj
na tkivu srca plodova s trisomijom 21, utvrdena je promijenjena ekspresija gena
izvanstani¢nog matriksa (164). Tilekom embrionalnog razvoja je vazno posti¢i diferencijalnu
ekspresiju gena kako bi se mogle razviti sve vrste stanica i tkiva, a nuzno je i imati kontrolu
nad time koji ¢e geni i u kojim stanicama biti utiSani. Svaka diferencirana stanica jednog
organizma ima karakteristi¢an epigeneticki biljeg koji u konacnici dovodi do karakteristi€nog
fenotipa. DNA hipometilacija se povezuje s promijenjenom genskom ekspresijom,
diferencijacijom stanica i apoptozom u embrionalnom razvoju (19). Osim §to direktno regulira
transkripciju gena interferiraju¢i s vezanjem transkripcijskihn faktora, DNA metilacija
predstavija kljuCan epigenetiCki mehanizam u regulaciji organizacije kromatina kroz
interakciju s drugim proteinima koji sudjeluju u modifikaciji histona (165). Novija istrazivanja
pokazuju da strukturna organizacija kromatina ima znacCajnu ulogu u regulaciji genske
aktivnosti tijekom razvoja srca (165-167). Smatra se da diferencijaciju i razvoj srca odreduje
zdruzeno djelovanje epigenetiCkin modifikacija ukljuCuju¢i DNA metilaciju, kovalentnu

modifikaciju histona i tkivno specifi¢ne transkripcijske faktore (165-170).

13



1.5. Sindrom Down i DNA metilacija

Sindrom Down (DS) je najées¢i uzrok mentalne retardacije u Covjeka, a nastaje kao
posljedica trisomije 21. kromosoma (171). Klini¢ka slika DS je dobro poznata, medutim osim
tipitne kraniofacijalne dismorfije i mentalne retardacije, simptoma koji su prisutni u svim
slu€ajevima, ostala klini¢ka obiljeZja javljaju se u odredenom, veéem ili manjem, postotku
osoba s DS (172). Prirodene sréane greSke jedne su od najéeS¢ih abnormalnosti koje se
javljaju u 40%-60% sluCajeva DS. Naj¢escée su to septalni defekti, uklju€ujuéi defekt septuma
atrija, defekt septuma ventrikula, kompletni atrioventrikularni kanal, a nesto rijede tetralogija
Fallot, otvoreni duktus Botalli i druge sréane malformacije (173). Uzroci razli€itosti klinicke
slike, odnosno fenotipa osoba s DS jo$ su uvijek nedovoljno poznati i predmet su mnogih
istrazivanja. Prema hipotezi genske doze (engl. gene dosage hypothesis), odredene
karakteristike DS fenotipa su rezultat povecane ekspresije specificnih gena na kromosomu
21 (174). Medutim, hipoteza o genskoj homeostazi (engl. genetic homeostasis hypothesis)
pretpostavlja da fenotipske karakteristike nisu u potpunosti rezultat poveéane ekspresije
specificnih gena nego su i odraz neravnoteze genske ekspresije nastale uslijed dodatnog
genetickog materijala (175). Tijekom razvoja, ova neravnoteza izmedu gena na kromosomu
21 i gena smjestenih drugdje u genomu moze dovesti do podloznosti za utjecaje iz okoline
(175-177). Tako se pretpostavlja da su uz izravan ucinak trisomije 21, rizini ¢imbenici
roditelja u interakciji s genotipskom predispozicijom povezani s razvojem malformacija u
samo nekih DS pojedinaca (175). Najnovija istrazivanja pokazuju da fenotipskoj varijabilnosti
u osoba s DS mogu doprinjeti razliCiti genetiCki i epigeneti¢ki Cimbenici kao Sto su
varijabilnost genske ekspresije, aktivnost transkripcijskih faktora kodiranih na kromosomu 21
ili drugdje u genomu, varijabilni broj ponavljaju¢ih sekvenci (engl. copy number variation),
aktivnost razli€itih regulacijskih RNA molekula te DNA metilacija (178). Poznato je da se geni
na kromosomu 21 mogu svrstati u razliCite funkcionalne kategorije kao Sto su transkripcijski

faktori, regulatori i modulatori, proteaze i njihovi inhibitori, kinaze, adhezijske molekule,
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receptori, te metiltransferaze i geni koji sudjeluju u organizaciji kromatina i metabolizmu
folata’/homocisteina (168). Stoga, osim primarnog ucinka u smislu povec¢ane ekspresije gena
na kromosomu 21, postoji i sekundarni ucinak trisomije 21 na ekspresiju gena smjestenih
drugdje u genomu (179-181). Na kromosomu 21 je smjedteno najmanje sedam gena
uklju¢enih u metabolizam folata, kao i gen za DNA metiltransferazu 3L (engl. DNA
methyltransferase, DNMT3L) koji su neophodni u reakcijama metilacije. Osim toga,
epigenetiCke promjene su pod utjecajem vanjskih ¢imbenika, medu kojima se neki povezuju
i s nastankom CHD-a (175). Tako se pojedini tipovi CHD-a u DS-u povezuju s uzivanjem
duhanskog dima i nedostatnim unosom folata u perikoncepcijskom razdoblju majke, kao i
polimorfizmima gena koji sudjeluju u metabolizmu folata te promjenjenim koncentracijama
metabolita ukljuenih u metabolizam folata u majki i osoba s DS-om (175,182,160).
Obermann-Borst i suradnici su mjerili koncentracije biomarkera metilacije u krvi djece s CHD
te su u grupi DS ispitanika utvrdili statistiCki znaajno viSu koncentraciju SAH i niZzi omjer
SAM/SAH $to ukazuje na DNA hipometilaciju (182). Isto tako, u majki djece s DS i CHD
utvrdena je znacajno poviSena razina totalnog homocisteina i SAH te zna¢ajno manji omjer
SAM/SAH u odnosu na kontrolnu skupinu (160).

U gotovo 93% sluCajeva DS radi se o regularnom tipu trisomije 21 koji najéeS¢e
nastaje kao posljedica nepravilnog razdvajanja kromosoma 21 tijekom oogeneze (90%-95%)
i to posebno tijekom prve mejoticke diobe (70%-85%) (183,184). Stani¢ni i molekularni
mehanizmi odgovorni za nerazdvajanje kromosoma jo$S su uvijek nedovoljno razjasnjeni.
Starosna dob majke je ve¢ dobro poznati rizi¢ni &imbenik za trisomiju 21, pri ¢emu rizik za
radanje djeteta s DS-om nakon 35 godine proporcionalno raste s dobi majke (185-189).
Usprkos brojnim istrazivanjima, povezanost starosne dobi i nepravilnog razdvajanja
kromosoma jo$ uvijek je nedovoljno razjaSnjena. Starosna dob majke utjeCe na nekoliko
razliCitih procesa, ukljuCujuci starenje reproduktivnog sustava Zene i promijene u funkciji
jajnika, dulje trajanje mejotiCkog mirovanja germinativnih stanica zene, degradaciju
proteinskih struktura koje osiguravaju pravilno razdvajanje kromosoma, kao i akumulaciju
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Stetnih uCinaka iz okoline koji djeluju na sve spomenute procese. Poznati etioloSki Cimbenik
povezan s trisomijom 21 je i promijenjeni obrazac rekombinacije izmedu homolognih
kromosoma 21, pri éemu su za nastanak trisomije 21 klju¢na dva dogadaja (190). Prvo, u
profazi prve mejotitke diobe nastaje tzv. ,osjetljiv bivalent, odnosno homologni par
kromosoma 21 bez mejotitke rekombinacije ili sa samo jednom rekombinacijom i to u
telomernoj ili pericentromernoj regiji. Nakon toga dolazi do nepravilnog razdvajanja
kromosoma tijekom prve ili druge mejoticke diobe, pri Eemu se rizik poveéava sa starosnom
dobi majke (190-193). Nadalje, James i suradnici su prvi postavili hipotezu da DNA
hipometilacija, uzrokovana promjenama u metabolizmu folata’/homocisteina, moZze biti uzrok
nerazdvajanja kromosoma 21 tijekom mejoze (194). Unato¢ velikom interesu za istrazivanje
polimorfizama gena uklju¢enih u metabolizam folata/homocisteina kao maijcinih rizi¢nih
C¢imbenika za DS, dobiveni rezultati uglavnom su kontradiktorni (194-212). Medutim,
kvantitativha analiza globalne DNA metilacije u majki djece s DS jo$ nije u€injena. S obzirom
na istrazivanja koja ukazuju da starosna dob i poremecaji u metabolizmu folata utjeCu na
globalnu DNA metilaciju te da obrazac DNA metilacije utjeCe na obrazac rekombinacije, kao i
na studije koje ukazuju na vaznu ulogu globalne DNA metilacije u genomskoj stabilnosti,
trisomija 21 predstavlja dobar model za utvrdivanje povezanosti globalne DNA metilacije i
nepravilnog razdvajanja kromosoma. Osim toga, globalna DNA hipometilacija se povezuje i s
razvojem CHD-a i to posebno septalnih defekata. S obzirom da se u osoba s DS-om
najcescée javljaju CHD koje imaju zajedniCki patogenetiCki mehanizam nastanka, te da se
uglavnom radi o septalnim defektima, trisomija 21 takoder predstavija dobar model za

utvrdivanje povezanosti globalne DNA hipometilacije i razvoja prirodenih sr€anih greSaka.
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2. Cilj istrazivanja

Osnovni cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi povezanosti globalne DNA metilacije i
nepravilnog razdvajanja kromosoma 21 tijekom oogeneze i razvoja sindromskog CHD.
Pretpostavke ovog istraZivanja bile su sljedece:
1. Globalna DNA metilacija u majki djece s trisomijom 21 regularnog tipa maj€inog podrijetla
je promijenjena u odnosu na globalnu DNA metilaciju majki zdrave djece,
2. Globalna metilacija DNA u majki djece s DS-om i CHD-om (DS-CHD") je promijenjena u
odnosu na globalnu metilaciju majki djece s DS-om bez CHD-a (DS-CHD),
3. Globalna metilacija DNA u osoba s DS-CHD" je promijenjena u odnosu na globalnu
metilaciju osoba s DS-CHD'.

Specifi¢ni ciljevi rada bili su sljedeci:
1. odrediti globalnu DNA metilaciju u majki djece s trisomijom 21 majcinog podrijetla i u majki
zdrave djece,
2. ispitati povezanost globalne DNA metilacije u majki djece s DS-om i diobe u kojoj je doslo
do nepravilnog razdvajanja kromosoma 21 (mejoza | i Il oogeneze),
3. ispitati utjecaj vanjskih ¢imbenika kao &to su starosna dob majke, indeks tjelesne mase,
uzivanje duhanskog dima, konzumiranje alkohola i unos folata na globalnu DNA metilaciju u
majki djece s DS-om i u majki zdrave djece,
4. ispitati povezanost MTHFR C677T polimorfizma i globalne DNA metilacije u majki djece s
DS-om i u majki zdrave djece,
5. ispitati povezanost globalne DNA metilacije majki i prisustva CHD-a u djece s DS-om s
posebnim osvrtom na vanjske Cimbenike koji utjeCu na globalnu metilaciju,
6. ispitati povezanost globalne DNA metilacije u djece s DS-om i prisustva CHD-a s

posebnim osvrtom na vanjske Cimbenike koji utjeCu na globalnu metilaciju,
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3. Ispitanici i metode

3.1. Ispitanici

U istrazivanju je sudjelovalo 94 majki djece s trisomijom 21 regularnog tipa majéinog
podrijetla. Roditeljsko podrijetlo trisomije 21 bilo je utvrdeno na Zavodu za biologiju i
medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta Sveudilista u Rijeci. U istrazivanju su sudjelovale
i 42 osobe s DS-om, a koje su djeca majki ukljuéenih u ovo istraZivanje. Uzorci svih
ispitanika su bili pohranjeni u DNA banci na Zavodu za biologiju i medicinsku genetiku
Medicinskog fakulteta Sveudcilista u Rijeci, na -20°C. Sve majke djece s DS-om koje su
ukljucene u istrazivanje ponovno su kontaktirane i dale su pristanak za sudjelovanje u ovom
istraZivanju kao i suglasnost za koristenje pohranjene krvi i DNA uzorka njenog djeteta. Tom
prilikom majke su odgovarale i na pitanja iz anketnog upitnika.

U kontrolnu grupu je bilo uklju¢eno 100 majki zdrave djece i uredne obiteljske i
osobne anamneze. Kontrolna grupa odabrana je medu suradnicama, prijateljicama i
poznanicama koje su odgovarale kriterijima istrazivanja i koje su nakon detaljnog objasnjenja
svrhe i metodologije ovog istrazivanja dale svoj informirani pristanak. Ispitivana i kontrolna
grupa su uskladene s obzirom na starosnu dob.

Istrazivanje je izradeno na Zavodu za biologiju i medicinsku genetiku Medicinskog
fakulteta SveuciliSta u Rijeci, Rijeka, Hrvatska i u Laboratoriju za radiobiologiju i molekularnu

genetiku na Institutu za nuklearne nauke Vin¢a Univerziteta u Beogradu, Beograd, Srbija.

3.2. Metode

3.2.1. I1zolacija genomske DNA

Genomska DNA je izolirana iz periferne krvi (3 — 5 ml) dobivene venepunkcijom. Izolacija je
izvedena pomocu FlexiGene DNA Kita (QIAGEN GmbH, Hilden, Njemacka) prema protokolu
koje navodi proizvoda€. Koncentracija i Cisto¢a izolirane genomske DNA odredena je

spektrofotometrom prema uputama proizvodacéa (BioMate™3, Thermo electron corporation,
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SAD). Do analize uzorci DNA bili su pohranjeni na -20°C na Zavodu za biologiju i medicinsku

genetiku Medicinskog fakulteta Sveucilista u Rijeci.

3.2.2. Genotipizacija MTHFR C677T polimorfizma

Genotipizacija MTHFR C677T polimorfizma utvrdivala se metodom lancane reakcije
polimerazom (engl. Polymerase chain reaction — PCR), nakon koje je slijedila restrikcija s
odgovaraju¢om restrikcijskom endonukleazom (engl. Restriction fragment length
polymorphism — RFLP), prema ve¢ opisanom protokolu (202). Umnozavanje ciljnog
fragmenta genomske DNA molekule odvijalo se u volumenu od 25 pl u uredaju za PCR
(engl. thermocycler) (Eppendorf). Slijed pocetnih oligonukleotida za umnazanje ciljnog
fragmenta genomske DNA u postupku genotipizaciie MTHFR C677T i sadrzaj PCR
reakcijske smjese prikazani su u tablici 1. Primijenjeni su sljedeéi uvjeti PCR reakcije: 94
°C/2 minute — 40 ciklusa: 94 °C/30 sekundi, 62 °C/30 sekundi, 72 °C/30 sekundi — 72 °C/7
minuta. Amplificirani produkti razdvojeni su elekroforezom (30 min/80V) na 1% agaroznom
gelu u koji je dodano 0,1 mg/ml etidium bromida, a veli¢ina PCR produkta odredivala se
primjenom DNA standarda od 100 pb. Vizualizacija rezultata vrSila se pod UV-svjetlom
transiluminatora. Nakon PCR reakcije slijedila je restrikcija PCR produkata s Hinf |
restrikcijskom endonukleazom i pripadaju¢im puferima (Hinf 1/0.1 + pufer 1X React2).
Restrikcijska smjesa (20 ul) inkubirana je 2 sata u vodenoj kupelji na temperaturi od 37 °C.
Restrikcijski fragmenti razdvojeni su elektroforezom (30 — 45 min/ 80V) na 3% agaroznom
gelu u koji je dodano 0,1 mg/ml etidium bromida, a veli¢ina im se odredila primjenom DNA
standarda od 25 i 100 pb. Veli¢ina PCR produkta i restrikcijskih fragmenata prikazana je u

tablici 2.
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Tablica 1. Sekvence pocetnih oligonukleotida i PCR reakcijska smjesa za analizu MTHFR
C677T polimorfizma

Sekvence pocetnih oligonukleotida za MTHFR C677T

Oznaka pocetnice Slijed pocetnice

MTHFR C677T - F 5TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGAZ’

MTHFR C677T - R 5AGGACGGTGCGGTGAGAGTGY

PCR reakcijska smjesa (V = 25 pl)

Sadrzaj reakcijske MTHFR C677T
smjese Konacna koncetracija
10 x PCR pufer 1X
50 mM MgCl 2,5mM
10 mM dNTP 0,2 mM
10 x pocetnica 20 pmol
10 x pocetnica 20 pmol
Taq polimeraza 125U
DNA 100 ng DNA
bidestilirana voda

Tablica 2. Veli€ina PCR produkta i odredivanje genotipova za MTHFR C677T polimorfizam
na temelju veli€ine restrikcijskih fragmenata

Genotip PCR produkt (bp) | Restrikcijski fragment (bp)
MTHFR 677CC 198
MTHFR 677CT 198 198, 175, 23
MTHFR 677TT 175, 23
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3.2.3. Bisulfitna konverzija

Bisulfitha konverzija DNA uzoraka koja podrazumijeva konverziju nemetiliranog citozina u
uracil, dok metilirani citozin ostaje nepromijenjen, provodila se pomoéu EpiTec Bisulfite Kita
(QIAGEN GmbH, Hilden, Njemacka) prema protokolima koje navodi proizvodac. Za reakciju
bisulfitne konverzije koristilo se 500 ng genomske DNA, a konvertirana DNA je ponovno
otopljena u 30 pl TE pufera. Bisulfitho modificirani uzorci su, do analize, bili pohranjeni na -

20°C na Zavodu za biologiju i medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta Sveucilista u Rijeci.

3.2.4. Utvrdivanje globalne DNA metilacije MethyLight metodom

MethyLight je kvantitativna PCR metoda u stvarnom vremenu (engl. real-time
polymerase chain reaction, Real-time PCR), visoke protoénosti (eng. high-troughput) i visoke
specificnosti za detekciju sekvenci koje podlijezu metilaciji. Bisulfitna modifikacija stvara
razlike u DNA ovisno o prisutnosti metilacije. Upravo te razlike se detektiraju MethyLight
metodom, nakon amplifikacije modificirane DNA, vezivanjem specifi¢nih fluorescentno
obiljezenih proba za mjesta na DNA koja podlijezu metilaciji. Globalna DNA metilacija
odredena je kvantifikacijom LINE-1 metilacije pomoéu modificirane MethyLight metode koja
se temeljila na opisanim protokolima (14,77,213,214). Za real-time PCR reakciju koriSteni su
TagMan Universal Master Mix reagensi, uz specificne po&etnice za LINE-1 sekvence koje su
omogucéavale umnazanje ciljnog fragmenta neovisno o prisutnosti metilacije i dvije TagMan
MGB probe specificne za metilirane i nemetilirane sekvence u okviru LINE-1, dizajnirane za
bisulfitno modificiranu DNA (Applied Biosaystems, Forest City, CA, USA). Normalizacija
unosa DNA provedena je pomocu Real-time PCR reakcije s poCetnicama i TagMan probama
za Alu sekvence (ALU-C4), (Applied Biosaystems, Forest City, CA, USA) (14). ALU-C4
spada u ponavljaju¢e elemente, a ne sadrzi CpG dinukleotide, te omogu¢ava umnazanje
cilinog fragmenta neovisno o metilaciji. Slijed pocetnih oligonukleotida za umnazanje LINE-1
(GeneBank Accession Number X58 075) i ALU-C4 fragmenta i proba u postupku odredivanja

metilacije i sadrzaj Real-time PCR reakcijske smjese prikazani su u tablici 3. Reakcije PCR
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odvijale su se u volumenu od 25ul na plo¢icama za ABI 7500 Real-time PCR aparat (Applied
Biosaystems, Forest City, CA, USA), a analiza se izvodila pomoéu SDS programa 1.4.0
(Applied Biosaystems, Forest City, CA, USA). Kvantifikacija metilacije LINE-1 odredena je
metodama apsolutne i relativne kvantifikacije pomocu standardne krivulje (14,77,213,214).
Standardna krivulja je konstruirana pomocu serijskih razrijedenja metilirane i nemetilirane
DNA, poznate koncentracije, iz EpiTect PCR Control DNA set-a prema uputama proizvodaca
(QIAGEN GmbH, Hilden, Njemacka). Bisulfitno modificirana DNA uzoraka i serijska
razrijedenja metilirane i nemetilirane DNA za izradu standardne krivulje razrijedena su 10x.
Za svaki istrazivani uzorak Real-time PCR je napravljen u duplikatu. Ovom metodom se
mogu detektirati samo potpuno metilirane i potpuno nemetilirane LINE-1 sekvence, dok se

parcijalna metilacija LINE-1 ne mozZe detektirati.

Tablica 3. Slijed pocetnih oligonukleotida i proba za LINE-1 i ALU-C4

OVZ naka Slijed pocetnice
pocCetnice
Line-1F S'TTATTAGGGAGTGTTAGATAGTGGG3
Line-1R 5'CCTCTAAACCAAATATAAAAT ATAATCTCS';
ALU-C4 F 5’ GGTTAGGTATAGTGGTTTATATTTGTAATTTTAGTAY
ALU-C4 R 5’ATTAACTAAACTAATCTTAAACTCCTAACCTCAY
Oznaka probe Slijed probe
Line-1 met VIC-TACTTCGACTCGCGCACGATA-MBG3'
Line-1 unmet 6FAM-CCTACTTCAACTCACACA-MBG3'
ALU-C4 6FAM-CCTACCTTAACCTCCC-MGB3'
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3.2.4.1. Racunanje postotka metilacije

U metodi relativne kvantifikacije, koliCine metilirane i nemetilirane DNA utvrdene su
pomocu standardne krivulje, te su normalizirane s obzirom na unos DNA pomoc¢u ALU-C4
real-time PCR reakcije, prema opisanom protokolu (14). Postotak metilacije izracunat je iz
odnosa izmedu vrijednosti dobivenih u reakcijama s LINE-1 poc€etnicama (LINE-1) i
vrijednosti dobivenih u reakcijama s ALU-C4 pocetnicama (ALU-C4) (14,213,215). Postotak
metilirane DNA uzorka u odnosu na referentnu DNA (engl. percentage of methylated
reference, PMR) i postotak nemetilirane DNA uzorka u odnosu na referentnu DNA (engl.

percentage of unmethylated reference, PUR) izraCunati su prema formulama:

LINE-1 (uzorak):ALU-C4(uzorak)

PMR= x 100

LINE1 (100% metilirane DNA):ALU-C4 (100% metilirane DNA)

LINE-1 (uzorak):ALU-C4(uzorak)

PUR= x 100

LINE1 (0% metilirane DNA):ALU-C4 (0% metilirane DNA)

U metodi apsolutne kvantifikacije postotka globalne DNA metilacije koli¢ine metilirane
(M) i nemetilirane (nM) DNA utvrdene su pomoc¢u standardne krivulje. Postotak globalne
DNA metilacije bio je izraCunat prema formuli M/(M+nM)x100 (77).

S obzirom da su PMR i PUR vrijednosti normalizirane u odnosu na unos DNA
pomocu ALU-C4, u ovom radu je postotak globalne DNA metilacije izraCunat prema formuli
za apsolutnu kvantifikaciju, pri ¢emu je umjesto M u formulu uvrSen PMR, a umjesto nM je u
formulu uvrSten PUR. Kona¢na formula za globalnu DNA metilaciju je bila

PMR/(PMR+PUR)x100.
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3.2.5. Anketni upitnik

Za prikupljanje demografskih i klinickin podataka te prehrambenih navika majke
koristio se posebno kreiran upitnik (prilog 1). Upitnik, osim demografskih podataka, sadrzi i
podatke o tezini i visini potrebnih za izradun indeksa tjelesne mase, podatke o uZivanju
duhanskog dima, konzumiranju alkohola, unosu pripravaka folne kiseline i prehrambenim

navikama majke.

Eticki aspekti istraZivanja

U ovom istraZivanju osigurano je postivanje temeljnih etiCkih i bioeti¢kih principa kao $to su
osobni integritet (autonomnost), pravednost, dobroinstvo i nedkodljivost, u skladu s
Nurnberskim kodeksom i najnovijom revizijom Helsinske deklaracije. Medicinski podatci i
humani materijal prikupljani su u skladu s eti¢kim i bioetiCkim principima, te su osigurani
privatnost (medicinska tajna) ispitanika ukljuéenih u istraZzivanje i zastita tajnosti podataka.
IstraZivanje je odobrilo EtiCko povjerenstvo za biomedicinska istrazivanja Medicinskog

fakulteta Sveucilista u Rijeci.

3.3. Statisti¢ka obrada podataka

Statisti¢ka obrada podataka napravljena je uz pomo¢ raCunalnih programa Statistika
for Windows, inadica (StatSoft, Inc., Tulsa, USA) i MedCalc (Copyrights 12.4.0. 1993-2012).
Za izraCunavanje oCekivane frekvencije homozigota i heterozigota za ispitivani polimorfizam
koristila se Hardy-Weinbergova jednadzba: (p+q)*=p*+2pqg+q% gdje p predstavlja frekvenciju
alela divljeg tipa, a g frekvenciju mutiranog alela. Razlike u uCestalosti alela i genotipova
MTHFR C677T polimorfizma te moguca odstupanja od Hardy-Weinbergove ravnoteze
testirani su x’-testom i Fisher-ovim testom. Razlike u udestalosti unosa pripravaka folata,
namirnica bogatih folatima, uzivanja duhanskog dima, konzumacije alkohola i koristenja
liiekova izmedu ispitanika i kontrolne skupine odredivale su se x>-testom i Fisher-ovim
testom. Razlike u starosnoj dobi i indeksu tjelesne mase izmedu ispitanika odredene su
Mann-Whitney-evim testom, kao i razlika u postotku globalne DNA metilacije izmedu majki
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djece s DS-om i kontrolne skupine. Stupnjevitom regresijskom analizom (engl. stepwise
regression analysis) ispitivala se povezanost izmedu globalne DNA metilacije i uzivanja
duhanskog dima, konzumacije alkohola, lijekova, starosne dobi, BMI, unosa pripravaka
folata, namirnica bogatih folatima, MTHFR C677T polimorfizma, kao i kombinacija genotipa
MTHFR C677T polimorfizma i unosa namirnica bogatih folatima. Stupnjevita regresijska
analiza omogucila je otkrivanje onih nezavisnih varijabli koje su statistiCki znacajno korelirale
s metilacijom LINE-1. Multipli koeficijent determinacije R? je pokazao koliki je udio promjena
vrijednosti globalne DNA metilacije objasnjen (uzrokovan) promjenama u nezavisnih varijabli.
Kao ulazni kriterij znacCajnosti koeficijenta korelacije za nezavisnu varijablu koristena je
vrijednost faktora F=4, dok je kao izlazni kriterij koriStena vrijednost F=1. Statisti¢ki znacajne
razlike u svim analizama su potvrdene na razini P<0,05. U€inak unosa namirnica bogatih
folatima, MTHFR C677T genotipa, kao i kombinacije uCestalosti unosa namirnica bogatih
folatima i MTHFR C677T polimorfizma na globalnu DNA metilaciju utvrdivale su se Kruskal-
Wallis-ovim ANOVA testom. Razlike u globalnoj DNA metilaciji izmedu majki djece s DS-
CHD", majki djece s DS-CHD' i kontrolne grupe majki analizirane su Kruskal-Wallis-ovim
ANOVA testom. Primjenom Mann-Whitney-evog testa utvrdene su razlike u globalnoj DNA
metilaciji izmedu majki kod kojih se nerazdvajanje kromosoma dogodilo tijekom mejoze | (Ml
majke) i majki kod kojih se nerazdvajanje kromosoma dogodilo tijekom mejoze 1l (MIl majki),

kao i izmedu kontrolne grupe i MI majki, odnosno MIl majki.
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4. REZULTATI

U istraZivanju je sudjelovalo 94 majki djece s DS-om, odnosho trisomijom 21
regularnog tipa majc¢inog podrijetla i 100 majki zdrave djece. Osim podatka o starosnoj dobi,
za 4,3% (N=4) majki kontrolne grupe i 6% (N=6) majki djece s DS-om, do ostalih op¢ih
podataka nije bilo moguce doci. U tablici 4 prikazani su opci podatci ispitivane i kontrolne
grupe. Starosna dob majki ispitivane i kontrolne grupe nije se statisti¢ki zna¢ajno razlikovala
(P>0,05). Majke djece s DS-om su imale statisti¢ki znacajno visi BMI u odnosu na majke
zdrave djece (P<0,05). UCestalost prehrane bogate folatima je bila statisti¢ki zna¢ajno niza u
majki djece s DS-om nego u majki zdrave djece (P<0,05). Prehrana bogata folatima
podrazumijevala je da su majke konzumirale barem tri namirnice bogate folatima (salate,
zeleno lisnato povrée, mahunarke, telec¢a jetra, voce, corn flakes, miesle) i to najmanje 2 do
3 puta tjedno, dok je prehrana siromasna folatima ukljucivala svaki manji unos od
navedenog. Majke djece s DS-om su ¢esSc¢e uzivale duhanski dim do 6. tjedna trudnoce od
majki kontrolne grupe (P<0,05). UzZivanje duhanskog dima je podrazumijevalo svakodnevno
uzivanje kroz odredeno razdoblje (prije trudnoce, prije i tijekom trudnoée, u trenutku
anketiranja). Statisticki znaCajna razlika nije utvrdena za konzumaciju alkohola i uzimanje
lijekova, kako do 6. tjedna trudnoce, tako ni u vrijeme uzorkovanja (P>0,05) (tablica 4). Majke
su se izjaSnjavale da uopce nisu konzumirale alkohol ili su ga konzumirale samo u
odredenim prigodama. Smatralo se da su majke koristile lijekove ukoliko su svakodnevno
kroz duze vrijeme uzimale neke od sljedecih grupa lijekova: antihipertenzive, antidijabetike,
antiepileptike, anksiolitike, antidepresive, antibiotike, hormone $&titnjaCe i spolne hormone.

Majke zdrave djece su statisti¢ki znaCajno eS¢ée konzumirale pripravke folne kiseline
u trudnoc¢i nego majke djece s DS-om (P<0,05) (tablica 5). U obje grupe, majke su uglavhom
konzumirale pripravake folne kiseline u razdoblju od 6. do 8. tjedna trudnoce, obi¢no nakon
prvog dolaska ginekologu, pa nadalje. Razlika u uCestalosti perikoncepcijske primjene folne
kiseline koja podrazumijeva razdoblje od 4. tjedna prije trudnoc¢e pa do 8. tjedna gestacije,
nije bila statistic¢ki zna¢ajna (P>0,05).
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Tablica 4. Opci podatci majki djece s DS-om (N=94) i majki zdrave djece (N=100)

Ispitanice Kontrola P
Starosna dob (godine) 39,5 39 0.942
Medijan [raspon] [18 - 64] [23 - 65] ’
Stru¢na sprema
N (%)
Niska stru¢na sprema 3(3) 1(1) 0,294
Srednja struéna sprema 57 (63) 26 (28) 0,000
ViSa i visoka struéna sprema 30 (34) 67 (71) 0,000
BMI® 25,01 23,48 0.007
Medijan [raspon] [17,19 — 39,68] (18,07 — 34,60) ’
Prehrana
N" (%)
Bogata folatima 37 (41) 66 (70)
0,000
Siromasna folatima 53 (59) 28 (30)
Uzivanje duhanskog dima do
6. tiedna trudnoce
N" (%)
Ne 43 (48) 60 (64)
0,041
Da 47 (52) 34 (36)
Uzivanje duhanskog dima u
vrijeme uzorkovanja
N" (%)
Ne 60 (67) 62 (66)
0,957
Da 30 (33) 32 (34)
Konzumiranje alkohola do 6.
tiedna trudnoce
N" (%)
Ne 64 (71) 73 (78)
0,396
Da 26 (29) 21 (22)
Konzumiranje alkohola u
vrijeme uzorkovanja
N" (%)
Ne 69 (77) 78 (83)
0,188
Da 21 (23) 16 (17)
Koristenje lijekova do 6.
tjedna trudnoce
N (%)
Ne 77 (86) 81 (86)
0,536
Da 13 (14) 13 (14)
Koristenje lijekova u vrijeme
uzorkovanja
N" (%)
Ne 85 (94) 83 (88)
0,111
Da 5 (6) 11 (12)

“majke djece s DS-om (N=90); kontrola (N=94);
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Tablica 5. UCestalost unosa pripravaka folne kiseline u majki djece s DS-om i majki zdrave
djece

Ispitanice Kontrola
N=00 N=04 OR (95%CI) P
Unos pripravaka
folne kiseline
N (%)
Ne 58 (64) 44 (47)
2,06 (1,14 -3,72) 0,017
Da 32 (36) 50 (53)
Perikoncepcijska
primjena
N (%)
Ne 87 (97) 86 (91)
2,70 (0,69 — 10,51) 0,153
Da 3(3) 8 (9)
Primjena od 6. tjedna
trudnoce
N (%)
Ne 59 (66) 45 (48)
2,07 (1,14 — 3,75) 0,016
Da 31 (34) 49 (52)

4.1. Ucestalost MTHFR C677T polimorfizma u majki djece s DS-om

U tablici 6 prikazana je uCestalost genotipova i alela MTHFR C677T polimorfizma u
majki djece s DS-om i majki kontrolne grupe. Distribucija MTHFR C677T genotipova bila je u
skladu s oCekivanim vrijednostima prema Hardy-Weinbergovoj jednadzbi u skupini majki
djece s DS-om (P=0,944) i u kontrolnoj skupini (P=1,000). U&estalost pojedinih genotipova i
alela MTHFR C677T polimorfizma nije se statistiCki zna€ajno razlikovala izmedu ispitanica i

kontrolne grupe (P>0,05).
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Tablica 6. UCestalost genotipova i alela MTHFR C677T polimorfizma u majki djece s DS-om
i majki zdrave djece

MTHFR C677T 'Sp,\ilt"’(‘g}:)‘)’e* Kol\rl‘t(r;!‘)"l** OR (95%Cl) p
Genotip
CcC 46 (49) 49 (49) Referentni genotip
CT 38 (40) 42 (42) 1,04 (0,57 — 1,88) 0,903
TT 10 (11) 9 (9) 0,84 (0,32 - 2,27) 0,738
CT+TT 48 (51) 51 (51) 1,00 (0,57 — 1,75) 0,993
Alel
C 130 (69) 140 (70) Referentni alel
T 58 (31) 60 (30) 0,96 (0,62 — 1,48) 0,856

*N=94; **N=100

4.2. Globalna DNA metilacija

U tablici 8 su prikazane PMR i PUR vrijednosti te vrijednost odnosno postotak
globalne DNA metilacije u ispitivanoj i kontrolnoj grupi. U majki djece s DS-om su utvrdene
statistiCki znacajno viSse PMR i PUR vrijednosti i statistiCki zna¢ajno niZza vrijednost globalne
DNA metilacije u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika (P<0,001). Reprezentativne krivulje
amplifikacije metiliranih i nemetiliranih  LINE-1 sekvenci kao i amplifikacije ALU-C4 sekvenci

cjelokupnog genoma ispitanika prikazane su u prilogu 2 i 3.

Tablica 8. Vrijednosti DNA metilacije u majki djece s DS i majki zdrave djece

Ispitanice Kontrola p
N=94 N=100

PMR (%) 76,06 65,71 0.0002

Median [raspon] [29,05 — 118,72] [17,97 — 95,24] '
PUR (%) 3,41 1,36 0.0000

Median [raspon] [0,05-19,62] [0,08 — 10,20] '
Globalna DNA metilacija (%) 95,45 97,99 0.0000

Median [raspon] [79,13 — 99,90] [88,61 -99,78] '

PMR - postotak metilirane DNA uzorka u odnosu na referentnu DNA;
PUR - postotak metilirane DNA uzorka u odnosu na referentnu DNA
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4.3. Utjecaj endogenih i egzogenih ¢imbenika na globalnu DNA metilaciju

Utjecaj endogenih i egzogenih ¢imbenika kao prediktora za globalnu DNA metilaciju
analiziran je pomoéu stupnjevite multiple regresijske analize i to prvo, u svih majki zajedno,
bez obzira na pripadnost pojedinoj grupi (ispitanice+kontrola; N=184), a zatim i zasebno u
grupi ispitanica, odnosno kontrolnoj grupi.

Za analizu svih majki zajedno, kao nezavisne varijable uklju¢ene su: pripadnost
pojedinoj grupi (ispitanice/kontrola), starosna dob, BMI, MTHFR C677T genotip, unos folata
prehranom, uZivanje duhanskog dima i konzumacija alkohola u vrijeme uzorkovanja te
koristenje lijekova u vrijeme uzorkovanja i terapijska skupina kojoj lijek pripada. U analizu je
ukljuena i nova nezavisna varijabla, dobna skupina, koja je definirala mlade (< 35 godina) i
starije (> 35 godina) majke. Starosna dob od 35 godina je odredena kao dobna granica
izmedu starijih i mladih majki s obzirom da je ova dob ve¢ dobro poznati riziéni Cimbenik za
trisomiju 21 (185-189). Varijabla pripadnost grupi (ispitanice/kontrola) je statisti¢ki zna¢ajno
utjecala na vrijednosti globalne DNA metilacije, s udjelom od 10,2% (tablica 9). Pozitivha 3
vrijednost ukazuje da postoji statisticki zna€ajna vjerojatnost da majke djece s DS-om imaju
nize vrijednosti globalne DNA metilacije od kontrolne grupe majki, Sto je u skladu s
rezultatima prikazanim u tablici 8. Negativna B vrijednost za MTHFR C677T polimorfizam
pokazuje da je CC genotip statistiCki znaCajno povezan s viSim vrijednostima, a TT genotip s
nizim vrijednostima globalne DNA metilacije. Negativna B vrijednost za dobnu skupinu
pokazuje da postoji statistiCki znaCajna vjerojatnost da starije majke imaju nize vrijednosti
globalne DNA metilacije u odnosu na mlade. Pozitivna B vrijednost za varijablu prehrana
pokazuje da postoji statistiCki znaajna povezanost izmedu prehrane bogate folatima i viSih

vrijednosti globalne DNA metilacije.
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Tablica 9. Sazetak stupnjevite multiple regresijske analize za globalnu DNA metilaciju u svih
majki (ispitanice i kontrola)

Sve majke (ispitanici i kontrola)
(N=184)
Zavisha Nezavisne varijable B r Promjena P
varijabla multiplog R?
Pripadnost grupi ispitanice/kontrola 0,259 0,261 0,102 0,000
Globalna DNA Genotip MTHFR C677T - 0,145 - 0,156 0,021 0,039
metilacija
Dobna skupina -0,164 -0,175 0,021 0,038
Prehrana 0,159 0,163 0,023 0,028

Kriteriji za ulazak i izlazak nezavisne varijable iz regresijske jednadzbe: F za ulazak=4, F za izlazak=1.
B — koeficijent korelacije nezavisne varijable sa zavisnom; r — parcijalna korelacija nezavisne varijable sa zavisnom

U tablici 10 prikazane su vrijednosti globalne DNA metilacije u svih majki zajedno

ovisno o MTHFR C677T genotipu.

Tablica 10. Globalna DNA metilacija u svih majki ispitanica ovisno o MTHFR C677T
genotipu

Sve majke (ispitanice i kontrola) N (%) Globalna DNA metilacija (%)
(N=194) Median [raspon]
MTHFR C677T genotip
cc 95 (49) [88,6?_7-, 3<§9,78]
cT 80 (41) [79,1%71()&?9,90]
T 19 (10) [89,494517919,73]
CT+TT 99 (51) [79,1%6149?9,90]

Kruskal-Wallis P=0,089

Vrijednosti globalne DNA metilacije u starijih majki (>35 godina) su bile statisticki

znacajno nize nego u mladih majki (€35 godina) (P<0,05) (tablica 11).
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Tablica 11. Globalna DNA metilacija u svih majki ispitanica ovisno o dobnoj skupini

Sve majke (ispitanice i kontrola) N (%) Globalna DNA metilacija (%) p
(N=194) 0 Median [raspon]
Dobna skupina
. 97,81
< 35 godina 61 (31) [90,56 - 99,78] 0,016
. 96,60
> 35 godina 133 (69) 79,13 - 99,90]

Vrijednosti globalne DNA metilacije u majki koje su imale prehranu bogatu folatima su
bile statisticki znacajno vise nego u majki koje su imale prehranu siromasnu folatima

(P<0,05) (tablica 12).

Tablica 12. Globalna DNA metilacija u svih majki ovisno o unosu folata prehranom

Sve majke (ispitanice i kontrola) N (%) Globalna DNA metilacija (%) p
(N=194) Median [raspon]
Prehrana
. 97,54
Bogata folatima 103 89,21 - 99,90] 0,007
. “ . 96,18
Siromasna folatima 81 [79,13 - 99,78]

U stupnjevitu mutiplu regresijsku analizu za globalnu DNA metilaciju uklju¢ena je i
nova nezavisna varijabla, odredena kao kombinacija pojedinog MTHFR C677T genotipa i
unosa folata prehranom (MTHFR C677T genotip/prehrana), dok su druge nezavisne
varijable ostale iste kao u prethodnoj analizi. Osim ve¢ utvrdenog prediktora pripadnosti grupi
ispitanice/kontrola, utvrdeno je da su varijable MTHFR C677T genotip/prehrana i dobna
skupina statistiCki znacajno utjecale na vrijednosti globalne DNA metilacije. Varijabla MTHFR
C677T genotip/prehrana je odredivala 3,2%, a dobna skupina 2,6% promjena vrijednosti
globalne DNA metilacije (P<0,05) (Tablica 13). Pozitivna B vrijednost za varijablu MTHFR
C677T genotip/prehrana pokazuje da je CC genotip u kombinaciji s prehranom bogatom

folatima statistiCki zna€ajno povezan s viSim vrijednostima globalne DNA metilacije.
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Tablica 13. Sazetak stupnjevite multiple regresijske analize za globalnu DNA metilaciju u
svih majki (ispitanice i kontrola)

Sve majke (ispitanice i kontrola)

(N=184)
Zavisna B r Promjena P
varijabla Nezavisne varijable multiplog R?
Pripadnost grupi ispitanice/kontrola 0,256 0,259 0,102 0,000
Globalna DNA
metilacija MTHFR C677T genotip/prehrana 0,207 0,212 0,032 0,011
Dobna skupina -0,164 -0,175 0,026 0,018

Kriteriji za ulazak i izlazak nezavisne varijable iz regresijske jednadzbe: F za ulazak=4, F za izlazak=1
B — koeficijent korelacije nezavisne varijable sa zavisnom; r — parcijalna korelacija nezavisne varijable sa zavisnom

Vrijednosti globalne DNA metilacije u svih majki zajedno u ovisnosti o kombinaciji
MTHFR C677T genotip/prehrana prikazane su u tablici 14. Utvrden je statistiCki znaCajan
ucinak ove kombinacije na globalnu DNA metilaciju (P=0,024). Kruskal-Wallis ANOVA test
pokazao je da statistiCki zna€ajna razlika u globalnoj DNA metilaciji postoji jedino izmedu
majki CT+TT genotipa koje su imale prehranu siromasnu folatima i majki CC genotipa koje

su imale prehranu bogatu folatima (P=0,031).

Tablica 14. Globalna DNA metilacija u svih majki ispitanica u ovisnosti o kombinaciji MTHFR
C677T genotip/prehrana

Sve majke (isp_itanice i kontrola) N (%) Globalna DNA metilacija (%)
(N=184) Median [raspon]
MTHFR C677T genotip/prehrana
CClprehrana bogata folatima* 53 (29) [89’2%7;859,75]
CT+TT/prehrana bogata folatima 50 (27) [89,9%6?59,90]
CC/prehrana siroma$na folatima 35 (19) [88,691).6i5939,78]
CT+TT/prehrana siromasna folatima* 45 (25) [79’125;939,77]

Kruskal-Wallis P=0,031
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Stupnjevita multipla regresijska analiza za globalnu DNA metilaciju provedena je i
zasebno u majki djece s DS-om i u kontrolnoj grupi majki (tablica 15). U analizi majki djece s
DS-om kao nezavisne varijable uklju¢ene su starosna dob, dobna skupina, BMI, MTHFR
C677T genotip, unos namirnica bogatih folatima, uzivanje duhanskog dima u vrijeme
uzorkovanja, konzumacija alkohola u vrijeme uzorkovanja, koristenje lijekova u vrijeme
uzorkovanja. Nije utvrden niti jedan statistiCki znaCajan prediktor globalne DNA metiliacije
(P>0,05). Medutim, nakon $to je u analizu dodana i nezavisna varijabla MTHFR C677T
genotip/prehrana, utvrdeno je da upravo ova varijabla jedina statisti¢ki znacajno utjeCe na
varijabilnost globalne DNA metilacije, s udjelom od 4,5% (P<0,05) (tablica 15).

U analizu za globalnu DNA metilaciju provedenu u kontrolnoj grupi ispitanica
uklju€ene su iste nezavisne varijable kao i u analizu provedenim na majkama djece s DS-om.
Jedini statisti¢ki znacajan prediktor bila je varijabla dobna skupina. Utvrdeno je da ova
varijabla odreduje 6,2% varijabilnosti globalne DNA metilacije (P<0,05) (tablica 15).

Tablica 15. Sazetak stupnjevite multiple regresijske analize za globalnu DNA metilaciju u
majki djece s DS-om i u majki zdrave djece

Majke djece s DS-om

(N=90)
Zavisna Nezavisna varijabla B r Promjena P
varijabla multiplog R?
Globalna DNA MTHFR C677T genotip/prehrana 0,588 0,211 0,045 0,046
metilacija
Majke zdrave djece
(N=94)
Zavisna Nezavisna varijabla B r Promjena P
varijabla multiplog R?
Globalna DNA Dobna skupina -0,248 | -0,248 0,062 0,016
metilacija

Kriteriji za ulazak i izlazak nezavisne varijable iz regresijske jednadzbe: F za ulazak=4, F za izlazak=1
B — koeficijent korelacije nezavisne varijable sa zavisnom; r — parcijalna korelacija nezavisne varijable sa zavisnom
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Vrijednosti globalne DNA metilacije u majki djece s DS-om u ovisnosti o0 kombinaciji

MTHFR C677T genotip/prehrana prikazane su u tablici 16.

Tablica 16. Globalna DNA metilacija u majki djece s DS-om u ovisnosti o kombinaciji
MTHFR C677T genotip/prehrana

Majke djeEe s DS-om N (%) Globalna DNA metilacija (%)
(N=90) Median [raspon]
MTHFR C677T genotip/prehrana
CCl/prehrana bogata folatima 21 (23) [90,790614929,73]
CT+TT/prehrana bogata folatima 16 (18) [90,5964:7929,90]
CCl/prehrana siroma$na folatima 22 (25) [91,396510998,95]
CT+TT/prehrana siromasna folatima 31 (34) [79,1%4:3;)9,48]

Kruskal-Wallis P=0,383

U tablici 17 prikazane su vrijednosti globalne DNA metilacije u kontrolnoj grupi majki
ovisno o dobnoj skupini. Starija grupa majki je imala statistiCki znacajno nize vrijednosti

globalne DNA metilacije (P=0,003).

Tablica 17. Globalna DNA metilacija u kontrolnoj grupi majki ovisno o dobnoj skupini

Globalna DNA metilacija (%) p

Kontrola N (%) Median [raspon]

(N=100)

Dobna skupina

. 98,82

< 35 godina 34 (34) [90,85 - 99,78] 0,003
_ 97,74

> 35 godina 66 (66) (88,61 - 99,75]
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4.4. Utvrdivanje kriterijske vrijednosti globalne DNA metilacije kao prediktora

za trisomiju 21

Primjenom ROC (engl. Receiver Operating Characteristic) metode utvrdena je
vrijednost globalne DNA metilacije < 96,42% kao kriterijska vrijednost koja s najvecom

preciznoScu razlikuje majke koje su imale dijete s DS-om od onih koje nisu (P=0,000) (slika

1).

Globalna DNA metilacija
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Slika 1 . ROC analiza za globalnu DNA metilaciju
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4.5. Globalna DNA metilacija u majki djece s DS-om u odnosu na mejoti¢ku

diobu u kojoj je doslo do nepravilnog razdvajanja kromosoma 21

Analiza globalne DNA metilacije u odnosu na mejoticku diobu u kojoj je doSlo do
nepravilnog razdvajanja kromosoma 21 provedena je na uzorku od 88 majki djece s DS-om.
U 85% (75/88) sluCajeva radilo se o0 majkama kod kojih je doSlo do nepravilnog razdvajanja
kromosoma u prvoj mejotic¢koj diobi (MI majke), a u 15% (13/88) slu€ajeva o majkama u kojih
je utvrdeno nerazdvajanje kromosoma u drugoj mejotickoj diobi (MIl majke). U tablici 18 su
prikazani opéi podatci ispitivanih grupa i kontrole. U &etiri sluaja bio je dostupan samo
podatak o starosnoj dobi. Statisticki znacajno viSi BMI su imale Ml majke u odnosu na majke
zdrave djece (P<0,05).

Ucestalost unosa pripravaka folne kiseline u ispitivanih grupa prikazana je u tablici
19. Majke zdrave djece su, opcenito, statisti¢ki znaCajno ¢eSée konzumirale pripravke folne
kiseline u trudnoc¢i nego Ml majke (P<0,05). Razlika u uCestalosti perikoncepcijske primjene
folne kiseline izmedu ispitivanih grupa nije bila statisti¢ki znacajna (P>0,05).

Distribucija MTHFR C677T genotipova bila je u skladu s o¢ekivanim vrijednostima
prema Hardy-Weinbergovoj jednadzbi u MI majki (P=0,996) i u MIl majki (P=0,573) (tablica
20). Nije utvrdena statisticki znaCajna razlika u frekvenciji pojedinih genotipova i alela
navedenog polimorfizma izmedu majki MI i MIl (P>0,05), kao niti u odnosu na kontrolnu

grupu majki (P>0,05).
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Tablica 18. Opc¢i podatci Ml majki (N=75), MIl majki (N=13) i majki zdrave djece (N=100)

MI Majke MII majke P Kontrola P! p"
Starosna dob (godine) 38 42 39
Medijan [raspon] [18 - 64] [30 - 52] 0,093 [23 - 65] 0793 | 0197
BMI* 25,10 22,48 23,48
Medijan [raspor] [1719-3968] | 17.72-3673) | 2% | pisor-3ae0) | 009 | 05%
Prehrana
N" (%)
Bogata folatima 28 (39) 7 (54) 66 (70)
0,252 0,000 0,190
Siromasna folatima 43 (61) 6 (46) 28 (30)
Uzivanje duhanskog dima
do 6. tjedna trudnoce
N (%)
Ne 35 (49) 5(38) 60 (64)
0,340 0,087 0,075
Da 36 (51) 8 (62) 34 (36)
UZivanje duhanskog dima
u vrijeme uzorkovanja
N" (%)
Ne 47 (66) 8 (62) 62 (66)
0,488 0,894 0,489
Da 24 (34) 5(38) 32 (34)
Konzumiranje alkohola do
6. tiedna trudnoce
N" (%)
Ne 50 (70) 10 (77) 73 (78)
0,457 0,381 0,597
Da 21 (30) 3(23) 21 (22)
Konzumiranje alkohola u
vrijeme uzorkovanja
N" (%)
Ne 54 (76) 10 (77) 78 (83)
0,628 0,366 0,416
Da 17 (24) 3(23) 16 (17)
Koristenje lijekova do
6. tiedna trudnoce
N (%)
Ne 60 (85) 12 (92) 81 (86)
0,408 0,939 0,465
Da 11 (15) 1(8) 13 (16)
Koristenje lijekova u
vrijeme uzorkovanja
N" (%)
Ne 66 (93) 13 (100) 83 (88)
0,422 0,233 0,223
Da 5(7) 0(0) 11 (12)

MI majke (N=71); MIl majke (N=13); kontrola (N=94);
P' — statistiCka zna€ajnost izmedu MI majki i kontrolne grupe,
P" — statisticka zna€ajnost izmedu MIl majki kontrolne grupe
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Tablica 19. UCestalost unosa pripravaka folne kiseline u Ml i MIl majki te majki zdrave djece

Unos pripravaka folne kiseline
. ) P Kontrola*** P! P"
MI majke* MIl majke** o o o o
N (%) N (%) OR (95%Cl) N (%) OR (95%Cl) OR (95%Cl)
Ne 48 (68) 8 (62) 44 (47)
0,670 0,008 0,324
1,30 (0,38 — 4,43) 2,37 (1,25 - 4,50) 1,82 (0,55 - 5,97)
Da 23 (32) 5(38) 50 (53)
Perikoncepcijska primjena
Ne 68 (96) 13 (100) 86 (91)
0,835 0,284 0,511
0,72 (0,04 — 14,86) 2,11 (0,54 - 8,25) 2,65 (0,14 — 48,67)
Da 34 0(0) 8(9)
'N=71; »*N=13; **N=94;

P' — statisticka zna€ajnost izmedu MI majki i kontrolne grupe,
P" — statisticka znacajnost izmedu MIl majki kontrolne grupe

Tablica 20. UCestalost genotipova i alela MTHFR C677T polimorfizma u Ml i MIl majki te
majki zdrave djece

Ml majke * | MIl majke ** P Kontrola*** P P
N (%) N (%) OR (95%Cl) N (%) OR (95%Cl) OR (95%Cl)
MTHER
C677T
genotip
ce | wen | won | R | e | Remw | e
0,061 0,841 0,070
cr 32 (43) 2(15) 0,22 (0,04 -1,07) 42(42) | 594(0,50—1,76) | 4,29 (0,89 — 20,67)
0,460 0,682 0,584
T 8 (10) 1(8) 0,44 (0,05 — 3,93) 9(9) 0,80 (0,28 —2,29) | 1,84 (0,21 — 16,17)
0,055 0,760 0,071
CT+TT 40 (53) 3(23) 026 (0,07-1,03) | 216D | 092(050-1,66) | 3,50 (0,90 — 13,36)
Alel
c 102 29 Referentni 140 (70) Referentni Referentni
alel alel alel
0,096 0,689 0,129
T 48 4 039(013-118) | 9GO | 591 (058-1,44) | 236 (0,78 -7,13)

*N=75; *N=13; ***N=100
P' — statistiCka znacajnost izmedu MI majki i kontrolne grupe,
P" — statistiCka zna€ajnost izmedu MIl majki kontrolne grupe
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Vrijednosti globalne DNA metilacije u ispitivanim grupama prikazane su na slici 2.
Medijan globalne DNA metilacije u MI majki je bio 95,25%, u MIl majki 95,71%, a u majki
zdrave djece 97,99%. MI i Ml majke se nisu statisticki zna€ajno razlikovale u globalnoj DNA
metilaciji (P=1,000), ali su zato majke MI imale statistiCki znacajno nize vrijednosti globalne
DNA metilacije u odnosu na kontrolnu grupu majki (P=0,000). Statisti¢ki znacajna razlika u

globalnoj DNA metilaciji utvrdena je izmedu MIl majki i majki zdrave djece (P=0,018).
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Slika 2 . Globalna DNA metilacija u Ml majki (1), MIl majki (2) i u kontrolnoj grupi (3)

Utjecaj endogenih i egzogenih ¢imbenika kao prediktora za globalnu DNA metilaciju
analiziran je pomocu stupnjevite multiple regresijske analize zasebno u Ml majki i u Ml
majki. Kao nezavisne varijable bile su ukljuene starosna dob, dobna skupina, BMI, unos
folata prehranom, MTHFR C677T genotip, MTHFR C677T genotip/prehrana, uzivanje
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duhanskog dima, konzumacija alkohola, koristenje lijekova i terapijska skupina kojoj lijek
pripada. Uzivanje duhanskog dima, konzumacija alkohola i koristenje lijekova su bili
definirani s dvije varijable, odnosno do 6. tjedna trudnoée i u trenutku uzorkovanja. Varijabla
MTHFR C677T genotip/prehrana je bila jedini prediktor koji je statistiCki zna¢ajno utjecao na
varijabilnost globalne DNA metilacije u Ml majki, s udjelom od 6,2% (P<0,05) (tablica 14). U
MII majki nije utvrden niti jedan statistiCki zna€ajan prediktor koji bi utjecao na globalnu DNA

metiliaciju.

Tablica 21. Sazetak stupnjevite multiple regresijske analize za globalnu DNA metilaciju u Ml
majki

MI majke
(N=71)
Zavisha Nezavisna varijabla B r Promjena P
varijabla multiplog R?
Globalna DNA MTHFR C677T genotip/prehrana 0,250 0,250 0,062 0,036
metilacija

Kriteriji za ulazak i izlazak nezavisne varijable iz regresijske jednadzbe: F za ulazak=4, F za izlazak=1.
B — koeficijent korelacije nezavisne varijable sa zavisnom; r — parcijalna korelacija nezavisne varijable sa zavisnom

Vrijednosti globalne DNA metilacije u ovisnosti o kombinaciji MTHFR C677T

genotip/prehrana u MI majki prikazane su u tablici 22.

Tablica 22. Globalna DNA metilacija u Ml majki u ovisnosti o kombinaciji MTHFR C677T
genotip/prehrana

Mi Tajke N (%) Globalna DNA metilacija (%)
(N=71) Median [raspon]
MTHFR C677T genotip/prehrana
CCl/prehrana bogata folatima 14 (20) [90,7%612;9,68]
CT+TT/prehrana bogata folatima 14 (20) [90,596414929,90]
CC/prehrana siroma$na folatima 18 (25) [91,396510;)8,95]
CT+TT/prehrana siromasna folatima 25 (35) 79, 193411;9,27]

Kruskal-Wallis P=0,082
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Kombinacija MTHFR C677T genotip/prehrana nije imala statistiCki znacajan ucinak

na globalnu DNA metilaciju u MIl majki (P=0,819).

4.6. Globalna DNA metilacija u majki djece s DS-om u odnosu na prisutnost

CHD-a u djeteta s DS-om

U ispitivanoj grupi je bilo 49% (46/94) majki djece s DS-om i CHD-om (DS-CHD") i
51% majki djece s DS-om bez CHD-a (47/94) (DS-CHD"). U 80% (37/46) sluajeva CHD-a
radilo se o septalnom defektu (defekt septuma atrija, defekt septuma ventrikula, kompletni
atrioventrikularni kanal), a u ostalim slu¢ajevima o tetralogiji Fallot, otvorenom duktusu Botalli
i zajedniCkom arterijskom trunkusu. U tablici 23 su prikazani op¢i podatci ispitivanih grupa.
Majke djece s DS-CHD" su bile statisti¢ki znaajno mlade u odnosu na majke djece s DS-
CHD" (P<0,05). Ucestalost prehrane bogate folatima je bila statisti¢ki zna¢ajno veéa u majki
zdrave djece u odnosu na majke djece s DS-CHD" (P<0,05) kao i u odnosu na majke djece s
DS-CHD" (P<0,05). Majke djece s DS-CHD" su statisti¢ki znac¢ajno ¢e$cée uzivale duhanski
dim do 6. tjedna trudnoce u odnosu na majke djece s DS-CHD™ (P<0,05) i u odnosu na majke
zdrave djece (P<0,05).

Ucestalost unosa pripravaka folne kiseline u majki djece s DS-CHD", majki djece s
DS-CHD' i kontrolne grupe majki prikazana je u tablici 24. Majke djece DS-CHD' su statisticki
znacajno rjede konzumirale pripravke folne kiseline opéenito u trudno¢i (P<0,05). U
perikoncepcijskoj primjeni folne kiseline nije utvrdena statistiCki znacCajna razlika izmedu
majki djece s DS-CHD" i majki djece s DS-CHD (P>0,05), kao niti u odnosu na majke zdrave
djece (P>0,05).

Distribucija MTHFR C677T genotipova bila je u skladu s o€ekivanim vrijednostima
prema Hardy-Weinbergovoj jednadzbi u grupi majki djece s DS-CHD" (P=1,000) i u grupi
majki djece s DS-CHD" (P=0,899). Nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u frekvenciji
pojedinih genotipova i alela navedenog polimorfizma izmedu majki djece s DS-CHD" i majki

djece s DS-CHD" (P>0,05), kao niti u odnosu na kontrolnu skupinu (P>0,05) (tablica 25).
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Tablica 23. Op¢i podatci majki djece s DS-CHD"* (N=46), majki djece s DS-CHD™ (N=47) i
majki zdrave djece (N=100)

Majke djece Majke djece . "
DS-CHD" DS-CHD" P Kontrola P P
Starosna dob (godine) 37 42 39
Medijan [raspon] [24 - 59] [18 - 64] 0,010 [23 - 65] 0160 | 0,277
BMI® 24,19 26,01 23,48
Medijan [raspon] [17,19-3543] | [17,71-40,40] | 9% | [1807-3460 | 0230 | 0002
Prehrana
N" (%)
Bogata folatima 16 (36) 21 (46) 66 (70)
0,248 0,000 0,008
Siromasna folatima 28 (64) 45 (54) 28 (30)
UZivanje duhanskog dima
do 6. tjedna trudnoce
N (%)
Ne 15 (34) 29 (63) 60 (64)
0,005 0,001 0,536
Da 29 (66) 17 (37) 34 (36)
Uzivanje duhanskog dima
u vrijeme uzorkovanja
N" (%)
Ne 27 (71) 33 (72) 62 (66)
0,206 0,367 0,313
Da 17 (39) 13 (28) 32 (34)
Konzumiranje alkohola do
6. tiedna trudnoce
N" (%)
Ne 31 (70) 33(72) 73 (78)
0,539 0,239 0,286
Da 13 (30) 13 (28) 21 (22)
Konzumiranje alkohola u
vrijeme uzorkovanja
N" (%)
Ne 32 (73) 37 (80) 78 (83)
0,270 0,122 0,440
Da 12 (30) 9 (20) 16 (17)
Koristenje lijekova do 6.
tiedna trudnoée
N" (%)
Ne 38 (86) 39 (85) 81 (86)
0,535 0,601 0,506
Da 6 (14) 7 (15) 13 (16)
Koristenjje lijekova u
vrijeme uzorkovanja
N" (%)
Ne 42 (95) 43 (93) 83 (88)
0,521 0,151 0,261
Da 2 (5) 3(7) 11 (12)

majke djece s DS-CHD+ (N=44); majke djece s DS-CHD- (N=46); kontrola (N=94)
P' — statisti¢ka znagajnost izmedu majki djece s DS-CHD" i kontrolne grupe
P" — statisticka zna€ajnost izmedu majki djece s DS-CHD" i kontrolne grupe
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Tablica 24. Ucgestalost unosa pripravaka folne kiseline u majki djece s DS-CHD*, majki djece
s DS-CHD' i majki zdrave djece

Unos pripravaka folne kiseline

Majke djece | Majke djece P Kontrola*** P p"
DS-CHD"* | DS-CHD ** OR (95%CI) N (%) OR (95%CI) OR (95%Cl)
N (%) N (%)
Ne 25 (57) 33(72) 44 (47)
0,142 0,274 0,006
0,52 (0,22 — 1,25) 1,50 (0,73 -3,08) | 2,88 (1,35-6,16)
Da 19 (43) 13 (28) 50 (53)

Perikoncepcijska primjena

Ne 41 (93) 46 (100) 86 (91)
0,177 0,733 0,131

0,13 (0,01 — 2,54) 1,27 (0,32 -5,04) | 9,14 (0,52 — 161,9)

Da 3(7) 0 (0) 8 (9)

*N=44; *N=46; **N=04
P' — statistitka zna¢ajnost izmedu majki djece s DS-CHD" i kontrolne grupe
P" — statisticka zna¢ajnost izmedu majki djece s DS-CHD" i kontrolne grupe

Tablica 25. UCestalost genotipova i alela MTHFR C677T polimorfizma u majki djece s DS-
CHD", majki djece s DS-CHD" i majki zdrave djece

Majke djece | Majke djece [~ Kontrola*** p' pn
DS-CHD™* | DS-CHD"** OR (95%Cl) N (%) OR (95%Cl) OR (95%Cl)
N (%) N (%)
MTHFR
C677T
genotip
cC 23 (50) 22 (47) Referentni 49 (49) Referentni Referentni
genotip genotip genotip
0,920 0,922 0,984
CT 19 (41) 19 (40) 1,05 (0.4 — 2,48) 42 (42) 1,04 (0,50 - 2,16) | 0,09 (0.47 — 2,08)
0,527 0,933 0,500
! +O o3 1,57 (0,39 -6,32) 20 1,06 (0,29 —3,79) | 0,67 (0,21 —2,12)
0,758 0,911 0,904
CT+TT 23 (50) 25 (53) 1,14 (0,50 — 2,56) 51 (51) 1.04(052-2,00) | 0,02 (0.46  1,83)
Alel
c 65 (71) 63 (67) Referentni 140 (70) Referentni Referentni
alel alel alel
0,593 0,910 0,607
T 27 (29) 31 (33) 1,18 (0,64 — 2,21) 60 (30) 1,03 (0,60 - 1.77) | 0,87 (0.51  1,47)

*N=44; **N=46; ***N=100
P' — statisticka znaéajnost izmedu majki djece s DS-CHD" i kontrolne grupe
P" — statistiCka zna€ajnost izmedu majki djece s DS-CHD" i kontrolne grupe
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Globalna DNA metilacija u ispitivanih grupa prikazana je na slici 3. Medijan vrijednosti
globalne DNA metilacije u majki djece s DS-CHD" bio je 95,45%, u majki djece s DS-CHD"
95,71%, a u kontrolnoj grupi je bio 97,99%. Izmedu majki djece s DS-CHD" i majki djece s
DS-CHD nije bilo statisticki znaCajne razlike u globalnoj DNA metilaciji (P=0,951). Medutim,
majke zdrave djece su imale statisticki znacajno viSe vrijednosti globalne DNA metilacije u
odnosu na majke djece s DS-CHD" (P=0,001), kao i u odnosu na majke djece s DS-CHD"

(P=0,000).
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Slika 3 . Globalna DNA metilacija u majki djece s DS-CHD™ (1), majki djece s DS-CHD™ (2) i u
kontrolnoj grupi (3)
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Stupnjevitom multiplom regresijskom analizom €imbenika koji su utjecali na globalnu
DNA metilaciju u majki djece s DS-CHD" utvrdeno je da su BMI i MTHFR C677T
genotip/prehrana bili jedini statistiCki znacajni prediktori (Tablica 26). Kao nezavisne varijable
analizirane su starosna dob, dobna skupina, BMI, koridtenje pripravaka folata,
perikoncepcijska primjena folata, unos namirnica bogatih folatima, MTHFR C677T genotip,
MTHFR C677T genotip/prehrana, uzivanje duhanskog dima, konzumacija alkohola,
koristenje lijekova i terapijska skupina kojoj lijek pripada. Uzivanje duhanskog dima,
konzumacija alkohola, koristenje lijekova bili su definirani s dvije varijable: do 6. tjedna
trudnoce i u trenutku uzorkovanja. Kao nezavisna varijabla je bila ukljuéena i prisutnost
septalnog defekta u djeteta s DS-om. Utvrdeno je da BMI odreduje 14,1% varijabilnosti
globalne DNA metilacije. Negativne B vrijednosti za BMI pokazuju da se s poviSenjem BMI
snizavaju vrijednosti globalne DNA metilacije (P<0,05) (tablica 26). MTHFR C677T
genotip/prehrana je statisti¢ki zna€ajno utjecao na varijabilnost globalne DNA metilacije, s
udjelom od 9,9% (P<0,05) (tablica 26).

Ista analiza provedena je samo u grupi majki djece s DS-om i septalnim defektom, uz
isklju¢enje varijable prisutnost septalnog defekta u djeteta s DS-om. Takoder, varijabla
MTHFR C677T genotip/prehrana bila je jedina statistiCki zna¢ajno utjecala na varijabilnost
globalne DNA metilacije, ali s nesto ve¢im udjelom od 15,4% (P<0,05) (Tablica 26). Istom
analizom provedenom u grupi majki djece s DS-CHD" nije utvrden niti jedan statisticki

znacajan prediktor koji bi utjecao na globalnu DNA metilaciju.
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Tablica 26. Sazetak stupnjevite multiple regresijske analize za globalnu DNA metilaciju u
majki djece s DS-CHD+ i u majki djece s DS-om i septalnim defektom

Majke djece s DS-CHD"
(N = 44)
Zavisna Nezavisna varijabla B r Promjena P
varijabla multiplog R?
BMI -0,212 -0,346 0,141 0,012
Globalna DNA
metilacija MTHFR C677T genotip / prehrana 0,792 0,339 0,099 0,026
Majke djece s DS-om i septalnim defektom
(N =36)
Zavisha Nezavisna varijabla B r Promjena P
varijabla multiplog R®
Globalna DNA
metilacija MTHFR C677T genotip / prehrana 0,945 0,392 0,154 0,018

Kriteriji za ulazak i izlazak nezavisne varijable iz regresijske jednadzbe: F za ulazak=4, F za izlazak=1.

B — koeficijent korelacije nezavisne varijable sa zavisnom; r — parcijalna korelacija nezavisne varijable sa zavisnom

U tablici 27 prikazane su vrijednosti globalne DNA metilacije u ovisnosti o BMI u majki

djece s DS-CHD®. Majke su podijeljene ovisno o BMI u &etiri skupine prema klasifikaciji

Svjetske zdravstvene organizacije (218).

Tablica 27. Globalna DNA metilacija u majki djece s DS-CHD" u ovisnosti o BMI

Majke djece s DS-CHD"

Globalna DNA metilacija (%)

(N =44) N (%) Median [raspon]
BMI
<18,5 3 [90,596517917,33]
18,5 - 24,9 17 79, 1%417;9,36]
25-29,9 17 [90,4%611989,48]
- o 95,07

[89,72 - 99,73]

Kruskal-Wallis P=0,063
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U tablicama 28 i 29 prikazane su vrijednosti globalne DNA metilacije u ovisnosti o
kombinaciji MTHFR C677T genotipa/prehrana u majki diece s DS-CHD" (tablica 28) i u majki

djece s DS-om i septalnim defektom (tablica 29).

Tablica 28. Globalna DNA metilacija u majki djece s DS-CHD" u ovisnosti o kombinaciji
MTHFR C677T genotip/prehrana

Majke djece_s DS-CHD" N (%) Globalna D_NA metilacija (%)
(N =44) Median [raspon]
MTHFR C677T genotip/prehrana
CCl/prehrana bogata folatima 9(21) (04, 1%853;9, 68]
CT+TT/prehrana bogata folatima 12 (27) [917934_’5969’90]
CCl/prehrana siromasna folatima 7 (16) [91,324:5;8,47]
CT+TT/prehrana siromasna folatima 16 (36) [88,6973;9539,15]

Kruskal-Wallis P=0,063

Tablica 29. Globalna DNA metilacija u majki djece s DS-om i septalnim defektom u ovisnosti
o kombinaciji MTHFR C677T genotip/prehrana

Majke djece s DS-om i septalnim defektom N (%) Globalna DNA metilacija (%)
(N = 36) 0 Median [raspon]
MTHFR C677T genotip/prehrana
CClprehrana bogata folatima 9 (25) 98,67 (94,17 — 99,68)
CT+TT/prehrana bogata folatima 6 (17) 94,42 (91,99 — 99,90)
CCl/prehrana siromasna folatima 9 (25) 93,80 (91,35 — 98,47)
CT+TT/prehrana siromasna folatima 12 (33) 93,97 (88,67 — 99,15)

Kruskal-Wallis P=0,059
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4.7. Globalna DNA metilacija u osoba s DS-om

Analiza globalne DNA metilacije provedena je na uzorku kojeg su Cinile 42 osobe s DS-om.
Medijan starosne dobi iznosio je 14 godina [0,08 - 48]. U tablici 30 prikazana je distribucija
spola i CHD-a u osoba s DS. Ucestalost CHD-a s obzirom na spol nije se statisticki znacajno
razlikovala (P=0,409).

Tablica 30. Distribucija spola i CHD-a u osoba s DS-om (N=42)

CHD
N (%)
Spol DS-CHD" DS-CHD
N (%) 15 (36) 27 (64)
Muski 7 (47) 15 (56)
Zenski 8 (53) 12 (44)

Distribucija MTHFR C677T genotipova prikazana u tablici 31 bila je u skladu s
ocCekivanim vrijednostima prema Hardy-Weinbergovoj jednadzbi u osoba s DS-om (P=0,974),
kao i u grupi osoba s DS-CHD" (P=0,984) i u grupi osoba s DS-CHD  (P=1,000). Nije
utvrdena statisticki znacajna razlika u frekvenciji pojedinih genotipova i alela izmedu

ispitivanih grupa osoba s DS-om (P>0,05).

Tablica 31. Ucestalost genotipova i alela MTHFR C677T polimorfizma u ispitanika s DS-
CHD+ i ispitanika s DS-CHD-

MTHFR C677T DS,'\IC(';O[;* i DS'NC;'/OD)‘ ** OR (95%Cl) P
Genotip
CcC 5(33) 14 (52) Referentni genotip
CT 8 (54) 11 (41) 0,49 (0,13-1,93) | 0,308
TT 2 (13) 2(7) 0,36 (0,04-3,26) | 0,361
CT+TT 10 (67) 13 (48) 0,46 (0,13-1,72) | 0,464
Alel
C 18 (60) 39 (72) Referentni alel
T 12 (40) 15 (28) 0,58 (0,22 — 1,48) 0,253
*N=15; *N=27
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Vrijednosti globalne DNA metilacije u svih ispitanika s DS-om, kao i u grupama
ispitanika s DS-CHD" i DS-CHD™ prikazane su u tablici 32. Izmedu osoba s DS-CHD" i
osoba s DS-CHD™ nije utvrdena statisticki zna€ajna razlika u globalnoj DNA metilaciji
(P=0,227).

Tablica 32. Vrijednosti globalne DNA metilacije u ispitanika s DS-om

Ispitanici Globall\r;lae 5?2‘? [rrgsglc?nc]ija (%)
DS [95,2%8-'739,95]
*DS-CHD' [95,2908:6;9,68]
"DS-CHD [95,6969:0929,95]

*Mann-Whitney P=0,227

U osoba s DS-om provedena je stupnjevita multipla regresijska analiza za globalnu
DNA metilaciju, a kao nezavisne varijable bile su ukljuene starosna dob, spol, MTHFR
C677T genotip i prisutnost CHD-a. U analizu su takoder bile uklju¢ene nezavisne varijable
koje se odnose na majke djece s DS-om: MTHFR C677T genotip, unos folata prehranom,
MTHFR C677T genotip/ prehrana, te uZivanje duhanskog dima, konzumacija alkohola i
ljekova do 6. tjedna trudnoce. Spol ispitanika je bio jedini statisticki znaCajan prediktor
varijabilnosti globalne DNA metilacije. Utvrdena je statisticki znacajna vjerojatnost od 19,1%
da ¢e ispitanici s DS-om Zenskog spola imati nize vrijednosti globalne DNA metilacije nego

ispitanici s DS-om muskog spola (P<0,05) (tablica 33).

Tablica 33. Sazetak stupnjevite multiple regresijske analize za globalnu metilaciju DNA u
ispitanika s DS-om

Ispitanici s DS-om

Zavisha Nezavisna varijabla B r Promjena P
varijabla multiplog R?

Globalna DNA
metilacija spol ispitanika - 0,437 -0,437 0,191 0,025

kriteriji za ulazak i izlazak nezavisne varijable iz regresijske jednadzbe: F za ulazak=4, F za izlazak=1.
B — koeficijent korelacije nezavisne varijable sa zavisnom; r — parcijalna korelacija nezavisne varijable sa zavisnom varijablom

50



U tablici 34 prikazane su vrijednosti globalne DNA metilacije u ispitanika s DS-om
ovisno o spolu.

Tablica 34. Vrijednosti globalne DNA metilacije u ispitanika s DS-om ovisno o spolu

Ispitanici s DS-om N (%) Globalna DNA metilacija (%)
(N = 42) ° Median [raspon]
Spol
— 99,06
Muski 22 (52) [95,66 — 99,95]
- ) 98,31
Zenski 20 (48) [95,20 — 99,78]

Mann-Whitney P=0,068
Na slici 4 prikazane su vrijednosti globalne DNA metilacije u ispitanika s DS-om, majki
djece s DS-om i majki zdrave djece. Djeca s DS-om su imala statisti¢ki znacajno vise
vrijednosti globalne metilacije u odnosu na njihove majke (P=0,000). Takoder, ispitanici s
DS-om su imali statisti¢ki zna€ajno vide vrijednosti globalne DNA metilacije u odnosu na

majke zdrave djece (P=0,018).
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Slika 4 . Globalna DNA metilacija u ispitanika s DS-om (1), majki djece s DS-om (2) i u majki
zdrave djece (3)

51



5. RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je utvrditi povezanosti globalne DNA metilacije u majki djece s DS-
om i nepravilnog razdvajanja kromosoma 21 te razvoja sindromskog CHD-a. Dodatno,
ispitivan je i utjecaj endogenih i egzogenih ¢imbenika na globalnu DNA metilaciju, kao Sto su
MTHFR C677T polimorfizam, spol, starosna dob, BMI, unos folata putem prehrane,
perikoncepcijski unos pripravaka folata, uzivanje duhanskog dima i alkohola te primjena
lijekova. U istraZivanje su bile ukljuene samo majke s trisomijom 21 majc€inog podrijetla u
kojih je to¢no odredena mejoticka dioba u kojoj je doslo do nepravilnog razdvajanja
kromosoma 21. Na taj smo nacin dobili moguénost da analiziramo globalnu DNA metilaciju
kao majcin rizi¢ni ¢imbenik za DS opcenito, ali i zasebno kao ¢imbenik rizika za Ml i Ml
nerazdvajanje kromosoma za koje neki autori smatraju da je uzrokovano istim mehanizmom,
a drugi pak pretpostavljaju razliCite uzroénike. Ujedno ovo je prvo takvo istrazivanje, a
dobiveni rezultati nesumnjivo otvaraju jedno sasvim novo podrucje sagledavanja
mehanizama koji dovode do nestabilnosti kromosoma koje za posljedicu imaju produkciju
velikog broja aneuplodinih gameta, posebno u Zena. DNA metilacija povezuje se i s razvojem
CHD kao izolirane abnormalnosti, ali i abnormalnosti prisutne u sklopu pojedinih sindroma. U
slu¢ajevima DS-a kongenitalne sréane gredke prisutne su u 40%-60% sluCajeva pa je
interesantno vidjeti postoji li razlika u globalnoj DNA metilaciji u onih koji imaju i onih koji
nemaju CHD. Isto tako, postavlja se pitanje ima li majcin status globalne DNA metilacije
utjecaja na razvoj CHD-a u djece s DS-om, s obzirom da su u majki djece s izoliranim CHD-
om utvrdene statistiCki znacajno nize vrijednosti globalne DNA metilacije u odnosu na majke
zdrave djece.

U ovom radu globalna DNA metilacija je analizirana u limfocitima periferne krvi, i to
kvantifikacijom metilacije LINE-1 pomoc¢u MethyLight metode. MethyLight je kvantitativha
real-time PCR metoda koja ima visoku osjetljivost i visoku specifi¢nost te detektira potpuno
metilirane i potpuno nemetilirane sekvence DNA, dok se djelomi¢no metilirane DNA
sekvence ne mogu detektirati (14,213-215). Globalnu DNA metilaciju odredili smo pomocu
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formule za apsolutnu kvantifikaciju, ali smo je modificirali tako §to smo uvrstili PMR i PUR
vrijednosti s obzirom da su one korigirane pomoc¢u ALU-C4 endogene kontrole u odnosu na
unos DNA. Opcenito, dobivene vrijednosti, odnosno postotci, globalne DNA metilacije u
limfocitima periferne krvi u okviru su s vrijednostima koje su utvrdili i drugi autori i kre¢u se

79% - 100% (14,77,216).

Globalna DNA metilacija u majki djece s DS-om

Ovim istrazivanjem utvrdeno je da su majke koje su rodile dijete s DS-om imale
statisticki znaCajno nize vrijednosti globalne DNA metilacije, odnosno globalnu DNA
hipometilaciju u odnosu na majke zdrave djece. Primjenom ROC analize utvrdili smo
kriterijsku vrijednost globalne DNA metilacije od 96,42% koja je u svih majki ukljuéenih u
istrazivanje (N=194) s najve¢om preciznoscu odjeljivala one koje su imale dijete s DS-om od
onih koje nisu. Ukupno, 64% majki djece s trisomijom 21 imalo je globalnu DNA metilaciju
nizu do 96,42%. Utvrdeno je da su majke starije od 35 godina imale globalnu DNA
hipometilaciju u odnosu na mlade majke (<35 godina). lako bez statisti¢ki znacajne razlike,
majke s MTHFR 677TT genotipom su imale najniZe vrijednosti globalne DNA metilacije. Uz
prehranu siromasnu folatima utvrdena je statisticki znaajno niza globalna DNA metilacija u
odnosnu na prehranu bogatu folatima. Sto se tite kombinacije pojedinog MTHFR C677T
genotipa i unosa folata putem prehrane (MTHFR C677T genotip/prehrana), jasno su
utvrdene najviSe vrijednosti globalne DNA metilacije u majki CC genotipa i prehrane bogate
folatima, dok su majke CT+TT genotipa, a koje su konzumirale hranu siromasnu folatima
imale najnize vrijednosti. Statisticki zna€ajna razlika u globalnoj DNA metilaciji je postojala
upravo izmedu ovih dviju spomenutih grupa majki. U grupi majki djece s DS-om uocili smo
sli¢an trend, ali nije bilo statistiCki zna€ajne razlike. UZivanje duhanskog dima i alkohola nisu
se pokazali kao statistiCki zna€ajni Cimbenici koji utjeCu na globalnu DNA metilaciju. Rezulati
ovakvih istrazivanja kontradiktorni su i ovise o metodi, veli€ini ispitivane populacije, kao i o

tipu stanica u kojima se utvrdivala globalna DNA metilacija, tako da su nasi rezultati u skladu

53



sa studijama u kojima je globalna DNA metilacija utvrdena na temelju metilacije LINE-1
elemenata u limfocitima periferne krvi (74,86,217). Isto tako, nismo utvrdili statisticki
znacajan ucinak lijekova na globalnu DNA metilaciju, §to je razumljivo obzirom da je u
trenutku uzorkovanja svega 6% majki djece s DS-om i 12% majki u kontrolnoj grupi,
konzumiralo neki lijek i to iz razli¢itih terapijskih skupina, te je za konacne zakljucke o
djelovanju pojedine skupine lijekova na globalnu DNA metilaciju potreban veci broj ispitanika.

Brojna istrazivanja pokazuju da se sa starosnom dobi snizava globalna DNA
metilacija $to se smatra rizicnim &imbenikom za razvoj razli¢itih poremecaja povezanih sa
starenjem, ukljuujuci tumore, aterosklerozu, Alzheimerovu bolest i autoimune poremecaje
(38,219-228). Mehanizam kojim starosna dob utjeCe na DNA metilaciju jo§ uvijek nije
razjasnjen, ali je vjerojatno da sam proces DNA metilacije, odnosno aktivnhost DNMT enzima,
metabolizam folata, ali i drugi €imbenici imaju vaznu ulogu (219,229-232). Snizavanje
globalne DNA metilacije sa starosnom dobi uglavnom je odraz hipometilacije ponavljajucih
DNA sekvenci te se smatra da moze utjecati na strukturnu organizaciju kromatina i ugroziti
stabilnost genoma (219). | u naSem smo istrazivanju dokazali povezanost dobi s globalnom
DNA metilacijom i to u majki zdrave djece i utvrdeno je da starije majke (>35 godina) imaju
nize vrijednosti globalne DNA metilacije (P<0,05). Zapravo, u toj grupi zena je jedini
statisti¢ki znacajan prediktor globalne DNA metilacije bila starosna dob, s udjelom od 6,2%.
Ako se uzme u obzir da smo utvrdili globalnu DNA hipometilaciju u majki djece s DS-om te
da sa starenjem dolazi do globalne DNA hipometilacije, a rizik za DS se povec¢ava, onda se
moze pretpostaviti da bi globalna DNA hipometilacija mogla predstavijati jedan od rizi¢nih
Cimbenika za trisomiju 21.

James i suradnici prvi su postavili hipotezu da, neovisno o starosnoj dobi, nedostatak
folata ili premecéaji u metabolizmu folata/homocisteina mogu uzrokovati hipometilaciju
centromerne DNA i promjene u strukturnoj organizaciji kromatina koje negativno utjeCu na
interakciju centromernih proteina i razdvajanje kromosoma tijekom mejoze (194). Od tada su

provedena brojna istrazivanja polimorfizama gena ukljuCenih u metabolizam folata,
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prvenstveno MTHFR C677T, kao i analize koncentracija metabolita iz puta
folata’/homocisteina kao rizi¢nih ¢imbenika za trisomiju 21. Rezultati naSeg prethodnog
istrazivanja ukazuju da MTHFR C677T nije neovisan €imbenik rizika za trisomiju 21 i u
skladu su s drugim studijama provedenim u mediteranskim zemljama, Sto se objasSnjava
protektivnim utjecajem mediteranske prehrane, bogate folatima (202, 204-212). U prilog ovoj
pretpostavci ide jedno istraZzivanje provedeno u Egiptu koje u grupi Zena kod kojih je unos
folata hranom bio ispod preporucene dnevne doze, kao rizi¢ni Cimbenik za DS isti¢e MTHFR
677CT i 677TT genotipove (199). S druge strane, studije provedene u Sjedinjenim
Ameri¢kim DrZzavama, Kanadi i Kini ukazuju da je polimorfizam MTHFR C677T neovisan
rizitni ¢imbenik podloznosti za DS (198-201). Stoga mnogi autori sugeriraju da bi majéin
majke te su se usmijerili na analize koncentracija metabolita iz puta folata/homocisteina,
prvenstveno homocisteina, kao biomarkera metilacije u majki djece s DS-om. U vecini studija
su utvrdene poviSene razine homocisteina u majki djece s DS-om u odnosu na kontrolu,
medutim, postoje i radovi koji to ne potvrduju (194,201,203,204,206,208-210,233,234). Kohli
i suradnici su €ak utvrdili niZze vrijednosti homocisteina u majki djece s DS-om (235).
Metaboli¢ki fenotip je rezultat sloZzene interakcije polimorfizma gena i okoliSnih ¢imbenika
uklju€ujuci prehranu, pri €¢emu metabolizam i nutritivhe potrebe pojedinca ovise upravo o
metabolitkom fenotipu (236,237). S obzirom da mnogi C&imbenici utjeCu na razine
homocisteina, uklju€ujuéi trudnodéu, unos folata prehranom i kombinacije polimorfizama gena
ukljuenih u metabolizam folata, konfliktni rezultati ovih studija nisu uopée iznenadujuci, ve¢
su odraz sloZene interakcije razli¢itih &imbenika u metabolickom fenotipu. Sto se tice MTHFR
C677T polimorfizma, dokazano je da se smanjena aktivnost MTHFR enzima u homozigota i
heterozigota moze nadomjestiti pove¢anjem unosa folne kiseline koja uc€inkovito neutralizira
metabolicki utjecaj ovog polimorfizma te da unos folne kiseline ili vitamina B12 ima vedi
uCinak na varijabilnost koncentracija homocisteina u plazmi nego MTHFR 677T alel

(238,239). Takoder, kvantitativnim mjerenjem globalne DNA metilacije u limfocitima periferne
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krvi zdravih osoba utvrdena je povezanost izmedu poremecaja u metabolizmu folata i
globalne DNA metilacije. Dokazano je da osobe s MTHFR 677TT genotipom i snizenom
koncentracijom folata u krvi imaju statisti¢ki znacajno nizu globalnu DNA metilaciju u odnosu
na osobe s CT ili CC genotipovima (109,110). U skladu sa spomenutim studijama, nasi
rezultati ukazuju da su unos folata putem prehrane i MTHFR C677T polimorfizam svaki
zasebno, prediktori globalne DNA metilacije opc¢enito u svih majki, neovisno kojoj grupi
ispitanica pripadaju. Majke koje su imale prehranu siromasnu folatima imale su statisticki
znacajno nizu globalnu DNA metilaciju u odnosu na majke koje su imale prehranu bogatu
folatima. Majke s MTHFR 677TT genotipom su imale najniZze vrijednosti globalne DNA
metilacije, ali nije utvrdena statisticka znacajnost. S obzirom da je pojedinaéni uc¢inak unosa
folata putem prehrane i MTHFR C677T polimorfizma na globalnu DNA metilaciju opéenito u
svih majki u nasem istraZivanju bio relativno mali, nije dosegao statisticCku znacajnost
zasebno u grupi majki djece s DS-om niti u kontrolnoj grupi majki. Medutim, utvrdili smo da je
kombinacija MTHFR C677T genotip/prehrana imala veci doprinos na varijabilnost globalne
DNA metilacije, odnosno 3,2% opcenito u svih majki i 4,6% u majki djece s DS-om. Majke
CT+TT genotipa i prehrane siroma$ne folatima su imale statistiCki znacajno niZe vrijednosti
globalne DNA metilacije nego majke CC genotipa i prehrane bogate folatima opéenito u svih
majki zajedno. lako nije bilo statisti¢ki znaCajne razlike u grupi majki djece s DS-om vidljivo je
da su majke CT+TT genotipa i prehrane siromasne folatima imale najnize vrijednosti
globalne DNA metilacije. 1z svega navedenog mozZe se prepostaviti da unos folata putem
prehrane i MTHFR C677T polimorfizam utjeCe na vrijednosti globalne DNA metilacije, te da
CT+TT genotip u kombinaciji s neadekvatnim unosom folata moze doprinjeti globalnoj DNA
hipometilaciji. lako kvantitatvno mjerenje globalne DNA metilacije u majki djece s DS-om do
sada nije provedeno, mozemo se osvrnuti na istrazivanja iz drugih podrucja koja ukazuju da
hipometilacija DNA doprinosi nestabilnosti genoma, te dovodi do nepravilnog razdvajanja
kromosoma, strukturnih promjena kromosoma i gubitka konstitucijske heterozigotnosti
(37,44-46,55,56,70,240-242). Vecina istrazivanja koja potvrduju ovu teoriju provedena je na
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tumorskim stanicama, s obzirom da je za vecinu tumora karakteristiCna aneuploidija kao i
promijenjeni obrazac metilacije u smislu globalne hipometilacije i regionalne hipermetilacije
(47-54,220,243-245). Povezanost izmedu globalne hipometilacie i kromosomske
nestabilnosti sugeriraju i brojne studije provedene na stanicama pacijenata s ICF sindromom,
rijetkom autosomno dominantnom boleSéu uzokovanom mutacijom gena DNMT3
(46,55,57,246). U stanicama ovih pacijenata utvrdena je hipometilacija pericentromernih,
centromernih, te telomernih regija kromosoma udruzena s razli€itim strukturnim i numeri¢kim
aberacijama kromosoma. Demetilirajuci agensi i inducirana inaktivacija DNMT gena uzrokuju
snizenu razinu DNA metilacije u biljnim i Zivotinjskim stanicama, Sto se povezuje s
nastankom aneuploidija, poliploidija i strukturnih aberacija kromosoma u ovim stanicama.
Veé je u uvodnom dijelu naglasena vazna uloga DNA metilacije u prevladavanju Stetnih
uCinaka ponavljajué¢ih elemenata, kao i u formiranju i pravilnoj funkciji centromernih i
telomernih regija kromosoma (44,45,247,248). Metilacijski obrazac same centromere klju¢an
je za stabilnost centromerne DNA. Reaktivacija epigeneticki utiSanih ponavljajuc¢ih elemenata
u centromernim i pericentromernim regijama kromosoma se povezuje s nepravilnim
razdvajanjem kromosma tijekom mejoze u miSeva, gubitkom kohezije sestrinskih kromatida u
kvasca i gubitkom kondenzacije centromere u biljaka (249-253). Osim toga, metilacijski
obrazac centromere ima vaznu ulogu u vezivanju specificnih metil-senzitivnih kinetohornih
proteina koji se moraju organizirati tako da se niti diobenog vretena pri€vrScuju na jedno
mjesto u kinetohori, $to omogucéava bolju i jaCu povezanost cijelog kinetohornog sustava
(44,45,247,248). Ukoliko se niti diobenog vretena pri€vrd¢uju na vise mjesta, dolazi do
nepravilnog razdvajanja kromosoma. U somatskih stanica takvi propusti tijekom mitoze mogu
dovesti do nastanka tumora, dok u spolnim stanicama nepravilno razdvajanje kromosoma
tijekom mejoze mozZe dovesti do nastanka aneuplodnih gameta (44,254,255). Istrazivanja
pokazuju da se kinetohore mogu formirati i na potpuno novim sekvencama koje funkcioniraju
poput normalnih centromera iako nisu homologne onima u normalnim centromerama $to

ukazuje da su centromere sisavaca primarno definirane epigentickim mehanizmima te da
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osnovna DNA sekvenca nije neophodna (44,45,256-259). Osim toga, brojne studije ukazuju
da metilacija DNA ima vaznu ulogu u regulaciji duljine telomera, kao i u suzbijanju
rekombinacije izmedu telomernih ponavljanja (43,60,260,261). Medutim, djelovanje DNA
metilacije na duljinu telomera nije jo$ u potpunosti razjasnjeno, s obzirom da je uo€en razli€it
uCinak DNA hipometilacije na stanice u razli¢itim razvojnim fazama, kao i na stanice razli€itih
organizama.

Na temelju navedenih spoznaja i rezultata dobivenih u nasem istraZivanju mozemo
pretpostaviti da je globalna DNA hipometilacija u majki djece s DS-om odraz DNA
hipometilacije kromosomskih regija Cija je funkcija neophodna za pravilno razdvajanje
kromosoma, Sto moze narusiti stabilnost centromere, odnosno telomere, ili dovesti do
promjena u formiranju kinetohornog sustava, a time i do pogreSaka u razdvajanju
kromosoma. Vecina nepravilnog razdvajanja kromosoma dogada se tijekom MI diobe koja se
povezuje s izostankom rekombinacije ili pak sa samo jednom rekombinacijom
(183,190,262,263). Ovakav, promijenjen obrazac rekombinacije smatra se rizi€nim
Cimbenikom neovisnim o starosnoj dobi majke i odnosi se uglavhom na mlade majke.
Sigurdsson i suradnici su kreirali model metilacijskog obrasca zametnih stanica Covjeka,
koriste¢i HapMap bazu podataka polimorfizma jednog nukleotida (engl. single nucleotide
polymorphisms — SNP) te su definirali SNP koji su koristili kao marker za metilaciju. Uodili su
pozitivhu korelaciju izmedu DNA metilacije i rekombinacije i sugerirali da bi DNA metilacija
mogla biti marker koji obiljezava mjesto na kojem ¢e doc¢i do rekombinacije, ali i mehanizam
koji onemoguc¢ava daljnju rekombinaciju u istoj ili bliskoj regiji (264). Stoga je moguce da
uslijed globalne DNA hipometilacije, mjesta na kojima bi se trebala dogoditi rekombinacija
nisu adekvatno obiljezena Sto bi moglo rezultirati promijenjenim obrascem rekombinacije kao
§to je npr. izostanak rekombinacije. Ovu pretpostavku temeljimo na dva vazna rezultata koja
smo dobili u prethodnom i ovom sadasnjem istrazivanju, a radi se o sljede¢em: prvo, da je u
79% slu€ajeva MI nerazdvajanja utvrden izostanak rekombinacije (183) i da majke kod kojih
se nepravilno razdvajanje kromosoma 21 dogodilo u Ml diobi imaju statisti¢ki zna€ajno nizu
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globalnu DNA metilaciju u odnosu na majke zdrave djece. Interesantno je spomenuti i
istrazivanja provedena na tumorskim stanicama i kultiviranim stanicama misjih embrioblasta,
u kojima se globalna DNA hipometilacija uglavnom povezuje s povecanim brojem
rekombinacija, kao i istraZivanja provedena na spolnim stanicama biljaka u kojima se
globalna DNA hipometilacija povezuje s promjenom obrasca, ali ne i broja rekombinacija
izmedu homolognih kromosoma (43,60,61,243,265). 1z ovih radova moze se zakljuCiti da o
normalnom obrascu DNA metilacije ovisi i obrazac rekombinacije.

DNA metilacija je jedini epigeneticki mehanizam za koji je utvrdeno da se
reprogramira u embrionalno doba razvoja Zenskog ploda kada se i odvija homologna
rekombinacija ili izmjena genetickog materijala (3,31,35,268,269). S obzirom da profaza Ml
diobe zapocinje vec¢ tijekom embrionalnog razvoja Zzenskog ploda, pretpostavlja se da su
rizicni ¢imbenici majcine majke imali klju€nu ulogu u uspostavi obrasca rekombinacije, ali i
obrasca DNA metilacije (102,165). Medutim, studije provedene na mladim majkama djece s
DS-om ukazuju na mogucnost da u ovih majki postoji odredena geneti¢ka predispozicija za
nepravilno razdvajanje kromosoma (196,197,210). Analiza kromosoma limfocita periferne
krvi majki djece s DS-om mladih od 35 godina pomocu fluorescentne in situ hibridizacije,
pokazala je znacajno vecu frekvenciju mikronukleusa podrijetiom od kromosoma 21 i 13 u
odnosu na kontrolnu skupinu (197). Autori sugeriraju da su majke koje su rodile DS dijete
prije 35-e godine sklonije nepravilnom razdvajanju kromosoma ne samo u spolnim, ve¢ i u
somatskim stanicama. Ista grupa autora detektirala je vecu ucestalost mikronukleusa u
prisutnosti MTHFR 677T alela Sto ukazuje da taj polimorfizam utjeCe na formiranje
mikronukleusa u mladih majki (270). Kao Sto je ve¢ bilo spomenuto, geni ukljuceni u
metabolizam folata su naj¢eSce ispitivani kao riziéni Cimbenici za nepravilno razdvajanje
kromosoma (196,197,210,270). Rezultati naSeg istrazivanja pokazali su da je u grupi majki s
nepravilnim razdvajanjem kromosoma u MI diobi, kombinacija MTHFR C677T
genotip/prehrana imala veci u€inak na globalnu DNA metilaciju (6,2%) nego $to je to bio
slu€aj u svih majki djece s DS-om. Uodili smo jasan trend u kojem su najnize vrijednosti
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globalne DNA metilacije imale majke s CT+TT genotipovima i prehranom siromasnom
folatima. Stoga je mogucée prepostaviti da ova kombinacija upravo djelovanjem na globalnu
DNA metilaciju, moze doprinjeti nestabilnosti genoma, odnosno nepravilnom razdvajanju
kromosoma tijekom Ml diobe.

Medutim, neovisno o tome da li se radi o promijenjenom ili normalnom obrascu
rekombinacije, rizik za nepravilno razdvajanje kromosoma povecava se sa Zivotnom dobi
majke, odnosno ftrajanjem mejotickog mirovanja oocite, zbog ubrzane degradacije
proteinskih struktura vaznih za mejotiCku diobu, poput stani¢nih proteina koji povezuju
kromatide i proteina koji su ukljuéeni u gradu diobenog vretena (271,272). S poveéanjem
starosne dobi majke akumulira se utjecaj okoliSnih Stetnih ¢imbenika, koji mogu dovesti do
promjena u tkivu i funkciji jajnika, te hormonske neravnoteZe koja utjeCe na razvoj jajne
stanice, razdvajanje kromosoma i folikularni rast. Takoder, utvrdeno je da postoje razlike u
genskoj ekspresiji izmedu mladih i starijih oocita, a geni koji su podloZni promjenama uslijed
godina ukljuéeni su u regulaciju staniénog ciklusa, kontrolu transkripcije, strukturu
citoskeleta, proizvodnju energije i odgovor na stres (173-176). Na temelju navedenih
podataka moguce je pretpostaviti da je globalna DNA hipometilacija majki kod kojih se
dogodilo nerazdvajanje kromosoma 21 u MI diobi rezulat sloZene interakcije odredene
geneticke predispozicije kao i djelovanja razli€itih negativnih €imbenika iz okoline Ciji se
ucinak s godinama povecava. Vjerojatno je da DNA hipometilacija ima vaznu ulogu u
nerazdvajanju kromosoma, a tome u prilog govore nasi rezultati kao i rezultati drugih studija
koji ukazuju na povezanost globalne DNA hipometilacije sa starosnom dobi i poremecajima u
metabolizmu folata.

U na8oj ispitivanoj grupi, majke djece s DS-om kod kojih se dogodilo nepravilno
razdvajanje kromosoma tijekom MII diobe imale su nize vrijednosti globalne DNA metilacije u
odnosu na kontrolnu grupu i razlika je bila statistiCki znac¢ajna, kao i u slu€aju Ml diobe.
Globalna DNA metilacija majki djece s DS-om nije se statistic¢ki zna¢ajno razlikovala ovisno o

mejotiCkoj diobi u kojoj je doSlo do nepravinog razdvajanja kromosoma (MI/MII).
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Nerazdvajanje kromosoma tijekom MIl diobe povezuje se s rekombinacijom u
pericentromernom dijelu homolognog para kromosoma 21, koja predstavlja rizik za
nerazdvajanje koji je ovisan o godinama zivota i ¢eSc¢e je prisutan u grupi starijih majki
(278,279). Neki autori smatraju da je nerazdvajanje u Mll diobi zapravo rezultat dogadaja koji
su se odvijali tijekom MI diobe, te da je nerazdvajanje kromosoma u Ml i u Ml diobi rezultat
djelovanja istih rizicnih €imbenika (272). Stoga postoji moguénost da snizene vrijednosti
globalne DNA metilacije nastale uslijed povec¢anja starosne dobi doprinose nepravilnom
razdvajanju kromosoma tijekom MIl diobe. S obzirom na Cinjenicu da je u nadem uzorku bilo
svega 13 (15%) sluCajeva nepravilnog razdvajanja kromosoma 21 tijekom MIl diobe,
neophodne su daljnje analize na vec¢em broju ispitanika. Problem malog uzorka vezanog za
MIl diobu je gotovo univerzalnog karaktera s obzirom da se MIl nerazdvajanje kao uzrok

trisomije 21 maj€inog podrijetla javlja u svega 14%-21% slu€ajeva DS.

Globalna DNA metilacija u majki djece s DS-om u odnosu na prisustvo CHD

Globalna DNA metilacija u majki djece s DS-om nije se statisticki znacajno razlikovala
ovisno o prisustvu CHD-a u njihove djece s DS-om. U grupi majki djece s DS-CHD" utvrdena
su dva prediktora globalne DNA metilacije; BMI i kombinacija MTHFR C677T
genotip/prehrana. U grupi majki djece s DS-CHD™ nije utvrden niti jedan ¢imbenik koji bi
statistiCki znaCajno utjecao na globalnu DNA metilaciju. Vrijednosti BMI i globalne DNA
metilacije su bile u negativnoj korelaciji, odnosno s porastom BMI sniZzavala se globalna DNA
metilacija (B=-0,212, P=0,012). Medutim, globalna DNA metilacija nije se statisticki znacajno
razlikovala ovisno o BMI majki koje su prema preporukama SZO podijeljene na majke
normalne tjelesne tezine, prekomjerne tjelesne tezine, pretile ili pothranjene majke (218).

Brojna istrazivanja ukazuju na povezanost izmedu BMI majke i nastanka CHD-a u
djeteta, te se smatra da majke koje na pocCetku trudnoce imaju BMI viSi od preporucenog
prema SZO, imaju statisticki znaCajno veci rizik za nastanak CHD-a u djeteta (279).

Mehanizam kojim BMI utjeCe na razvoj CHD-a nije razjasnjen, ali je utvrdeno da se pretilost
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povezuje s nizim koncentracijama folata u krvi, kao i s nedijagnosticiranim dijabetesom, koji
se smatraju rizicnim ¢imbenicima majke za nastanak CHD-a (279-284). Takoder, nedavno su
Hobbs i suradnici utvrdili da pretile majke s MTHFR 677 TT genotipom imaju 4,6 puta veéi
rizik za razvoj CHD-a u djeteta u odnosu na majke normalne tjelesne tezine i CC genotipa
(285). lako smo u naSem istrazivanju utvrdili da je BMI prediktor globalne DNA metilacije i to
upravo u majki djece s DS-CHD", ovaj rezultat ne moZemo interpretirati kao rizi¢ni ¢imbenik
za CHD, jer je u nasem istrazivanju BMI mjeren u trenutku uzorkovanja, a ne na pocetku
trudnoce, u vrileme embrionalnog razvoja srca. Medutim, moZzemo ga komentirati kao
Cimbenika koji opéenito utjeCe na globalnu DNA metilaciju. Naime, prema nekim autorima,
zene u reproduktivnoj dobi s visSim BMI-om imaju nize vrijednosti globalne DNA metilacije
(97).

U grupi majki djece s DS-CHD" utvrdili smo da je kombinacija MTHFR C677T
genotip/prehrana odredivala gotovo 10% varijabilnosti globalne DNA metilacije. Taj je udio
bio znatno veéi nego u svim ostalim ispitivanim grupama majki. lako nije utvrdena statisticka
znacajnost, vidljiv je trend u kojem su najnize vrijednosti globalne DNA metilacije imale
majke CT+TT genotipa i prehrane siromasne folatima, a najviSe vrijednosti su imale majke
CC genotipa i prehrane bogate folatima (P=0,063). Moze se pretpostaviti da su MTHFR 677
CT+TT genotipovi uz prehranu siromasnu folatima statisticki znaCajno povezani s nizim
vrijednostima globalne DNA metilacije majki djece s DS-CHD", upravo stoga $to predstavljaju
C¢imbenike rizika za nastanak CHD-a. Sve je viSe dokaza koji upuéuju da poremecaji u
metabolizmu folata majke doprinose nastanku CHD-a u djeteta, uklju€ujuéi i CHD u osoba s
DS-om (121,125-134,160,285). U istraZivanju provedenom na majkama djece s DS-om,
MTHFR 677T alel je bio utvrden kao rizi€ni ¢imbenik za nastanak CHD-a, a rizik je bio veci
ukoliko majke nisu perikoncepcijski konzumirale folnu kiselinu (156). Na$i, prethodno
objavljeni rezultati, ukazuju da MTHFR C677T genotip majki djece s DS-om nije rizi¢ni
Cimbenik za nastanak CHD-a u DS djece, ali nismo mogli uzeti u obzir unos pripravaka folata

s obzirom da ih ispitanice uglavnom nisu konzumirale u perikoncepcijskom razdoblju (157).
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Isti sluCaj bio je prisutan i u sadasnjem istrazivanju. Protektivni u€inak perikoncepcijske
primjene folata, uglavhom se odnose na nastanak odredenih tipova CHD-a, ukljuCujuci
konotrunkalne i septalne defekte (121,127,130-134,143). S tim u vezi, zanimljivo je da u
nasem istraZivanju kombinacija MTHFR C677T genotip/prehrana imala najveci doprinos na
varijabilnost globalne DNA metilacije od ¢ak 15,4% u grupi majki koje su imale djecu s DS-
om i septalnim defektom. Utvrdena je povezanost izmedu promijenjenih koncentracija
metabolita iz puta folata/homocisteina kao biomarkera metilacije u majki i nastanka CHD-a u
djece (151,160). U istrazivanje van Driel i suradnika bile su uklju¢ene i majke djece s DS-om
i CHD-om te je upravo ova grupa ispitanica imala zna€ajno poviSene razine ukupnog
homocisteina i SAM, te znaCajno nizi omjer SAM/SAH, Sto ukazuje na globalnu DNA
hipometilaciju (160). Rezultati naseg istraZivanja pokazuju da opcenito majke djece s DS-om
imaju globalnu DNA hipometilaciju, neovisno o tome imaju li njihova djeca CHD ili nemaju. S
obzirom da ovakvo istrazivanje do sada nije bilo provedeno na majkama djece s DS-om,
mozemo se osvrnuti jedino na nedavnu studiju Chowdhury i suradnika koji su proveli
kvantitativno mjerenje globalne DNA metilacije limfocita periferne krvi, ali u majki djece s
izoliranim CHD-om (77). Utvrdili su da je globalna DNA hipometilacija majki povezana s
nastankom izoliranih CHD-a u djeteta, pri emu su najveée razlike u vrijednosti globalne
DNA metilacije, u odnosu na kontrolnu grupu, utvrdene upravo u majki djece sa septalnim
defektima. Medutim, razlika u globalnoj DNA metilaciji izmedu majki djece s CHD-om i majki
u kontrolnoj grupi je bila manja nego $to je to slu€aj u studijama koje se bave tumorima.
Autori smatraju da su i male razlike u globalnoj DNA metilaciji dovoljne za razvoj prirodenih
anomalija, kao Sto je CHD, s obzirom da su potrebe za metilnim skupinama tijekom
embrionalnog razvoja iznimno velike (77, 287, 288).

lako nasSi rezulati ukazuju na mogucu ulogu globalne DNA hipometilacije na razvoj
sindromskog CHD-a, statisticki znacajna razlika izmedu majki s DS-CHD" i DS-CHD" djecom

nije utvrdena. To se moze objasniti dvojako, ili se radilo o malom uzorku ili je utjecaj globalne
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DNA hipometilacije na razvoj sindromskog CHD-a maskiran, odnosno previSe isprepleten s

brojnim ¢imbenicima koji primarno dovode do trisomije 21, odnosno DS-a.

Globalna DNA metilacija u osoba s DS-om

U naSem istrazivanju nije utvrdena statistiCki znaCajna razlika u globalnoj DNA
metilaciji u ispitanika s DS-om, ovisno o prisutnosti CHD-a. U ovoj grupi ispitanika koja se
jedina u naSem istrazivanju sastojala od pripadnika oba spola, taj se ¢imbenik pokazao kao
statistiCki znacajan prediktor globalne DNA metilacije, s udjelom od 19,1%, (3=-0,437,
P=0,025). lako razlika nije bila statistiCki zna¢ajna, ipak su osobe Zenskog spola imale nize
vrijednosti globalne DNA metilacije (P=0,068). U vecini istraZivanja u kojima je globalna DNA
metilacija odredivana kvantifikacijom LINE-1 metilacije u limfocitima periferne krvi, utvrden je
nizi status globalne DNA metilacije u osoba Zenskog spola, $to autori objadnjavaju
hormonskim razlikama izmedu spolova, kao i nizim koncentracijama folata u krvi zena uslijed
menstrualnog ciklusa (74,86,217). Freeman i suradnici su proveli istraZzivanje na velikom
broju ispitanika s DS-om, te navode vecu ucestalost CHD-a u Zenskog spola nego u muskog
spola (173). Do sada nije objavljeno niti jedno istrazivanje o globalnoj DNA metilaciji u osoba
s DS-om ovisno o prisustvu CHD-a. Medutim, provedena je studija koja se temeljila na
analizi koncentracija biomarkera metilacije u krvi ispitanika s CHD-om, a ukljucivala je i
osobe s DS-om (182). Osobe s DS-CHD" su imale viSu koncentraciju SAM i SAH te niZi
omjer SAM/SAH u odnosu na kontrolu, $to ukazuje na DNA hipometilaciju. Nasi rezultati
ukazuju da nema statisticki znaCajne razlike u u€estalosti CHD-a ovisno o spolu ispitanika s
DS-om. S obzirom na to, moguénost da niza globalna DNA metilacija u osoba s DS-om
Zenskog spola ima ulogu u nastanku CHD-a, treba svakako ispitati na ve¢em broju
ispitanika.

Interesantan je podatak kojeg su objavili Pogribny i suradnici, a odnosi se na

statistiCki zna¢ajno snizene koncentracije homocisteina, metionina, SAM i SAH te poviSenu
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globalnu DNA metilaciju utvrdenu u ispitanika s DS-om i to u odnosu na njihovu zdravu bracu
i sestre (289). lako bez statistiCke znacajnosti, poviSene vrijednosti globalne DNA metilacije
bile su neocekivani rezultat, te su autori predlozili nekoliko objasnjenja. Prvo, moguce je da
hipermetilirana DNA predstavlja adaptivni mehanizam koji nastoji suprimirati ekspresiju gena
na prekobrojnom kromosmu 21, poput mehanizma kompenzacije doze, odnosno utiSavanja
gena na jednom od X kromosoma u Zena. Drugo, na kromosomu 21 je utvrden visok udio
(46%) hipermetiliranih ponavljaju¢ih elemenata, Sto se zbog tri kopije kromosoma 21 moglo
odraziti na globalnu DNA metilaciju (289,290). Takoder, na kromosomu 21 se nalazi
DNMT3L koji sudjeluje u metilaciji DNA (291). Ponukani ovim radom, ali svjesni da nemamo
idealnu grupu za usporedivanje ipak smo analizirali vrijednosti globalne DNA metilacije u
osoba s DS-om u odnosu na njihove majke kao i u odnosu na majke zdrave djece. Utvrdili
smo globalnu DNA hipermetilaciju u ispitanika s DS-om. lako je rezultat zanimljiv i sigurno
predstavlja predmet daljnjih istraZivanja, valja ipak hapomenuti da usporedivane grupe nisu
uskladene s obzirom na spol i starosnu dob za koje je poznato, a i u naSem radu potvrdeno,

da znacajno utje€u na vrijednosti globalne DNA metilacije.
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6. ZAKLJUCCI

1.

Globalna DNA metilacija u majki djece s DS-om regularnog tipa majc¢inog podrijetla je
statisticki zna¢ajno niza nego u majki zdrave djece (P=0,000),

Globalna DNA metilacija u majki djece s DS-om ne razlikuje se ovisno o mejoti¢koj
diobi u kojoj je doslo do nerazdvajanja kromosoma 21 (P=1,000),

Globalna DNA metilacija u majki djece s DS-om ne razlikuje se u odnosu na prisustvo
CHD-a u njihove djece (P=0,951),

U majki djece s DS-om, vrijednost globalne DNA metilacije statisti¢ki znacajno ovisi o
kombinaciji MTHFR C677T genotip/prehrana (R*=4,5%; P=0,046). Majke CT+TT
genotipa i prehrane siromasne folatima imaju niZe vrijednosti (97,85%; 89,21% -
99,75%) nego majke CC genotipa i prehrane bogate folatima (95,94%; 79,13% -
99,77%). Doprinos ovog Cimbenika na varijabilnost globalne DNA metilacije jos je
ve¢i u majki kod kojih se dogodilo nerazdvajanje kromosoma tijekom MI diobe
(R?=6,2%; P=0,036), a najveéi udio utvrden je u majki djece s DS-CHD" (R?*=9,9%;
P=0,026), i to posebno u majki djece s DS-om i septalnim defektom (R?*=15,4%;
P=0,018),

U majki zdrave djece, starosna dob je jedini prediktor globalne DNA metilacije, i to s
udjelom od 6,2% (P=0,016). Majke >35 godina imaju statistiCki znaCajno nize
vrijednosti globalne DNA metilacije u odnosu na mlade majke (P=0,003),

Globalna DNA metilacija u ispitanika s DS-om se statisti¢ki znaCajno ne razlikuje
ovisno o prisutnosti CHD-a (P=1,000), ali ju statisticki znacajno opisuje spol osobe
(R?=19,1%; P=0,025). Ispitanici Zenskog spola imaju nize vrijednosti globalne DNA

metilacije nego ispitanici muskog spola (P=0,068).
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8. PRILOZI

PRILOG 1: Anketini upitnik

OSOBNI PODATCI ISPITANIKA

PODATCI KOJI SE ODNOSE NA MAJKU

ime i prezime:
mjesto i datum rodenja:
adresa prebivalista:
struéna sprema/zanimanije:

kroniéne bolesti: NE DA (navesti koje?)

ukupan broj poroda (koja je po redu bila ova trudnoéa):

dob majke u vrijeme poroda:

pusenje: NE
alkohol: NE
ljekovi: NE
tj. visina

tj. tezina

DA: prije trudnoée/prije i tijekom trudnocée/u trenutku antketiranja

DA: prije trudnoce/prije i tijekom trudnoée/u trenutku antketiranja

DA : prije trudnoée/prije i tijekom trudnoée /u trenutku antketiranja
cm

kg (prije trudnoc¢e) tj. tezina kg (u trenutku anketiranja)

konzumiranje pripravaka folne kiseline:

NE

DA (kojih )

konzumiranje vitaminsko-mineralnih pripravaka: NE DA (kojih i kada

Prehrana:

a) od 4. tjedna prije trudnoce do 8. tjedna trudnoce
b) od 6. tjedna trudnoc¢e do 12. tjedna trudnoce

c) ostalo (kada )

1. mediteranska

2. kontinentalna

3. mijeSana (mediteransko-kontinentalna)

4. vegetarijanska (navesti vrstu

Promjene u prehrani prije i tijekom trudnoce: NE DA (koje
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Ucestalost konzumiranja namirnica bogatih folatima

nikada

jednom
mjesecno

2-3 puta
mjesecno

jednom
tjedno

2-3 puta
tjiedno

svaki
dan

salate

zeleno lisnato povrée

mahunarki

teleca jetra

vocée*

corn flakes; muesle

* posebno narance i jagode
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PRILOG 2: Metoda MethyLight za LINE-1 sekvence — prikaz reprezentativnih krivulja
amplifikacije metiliranih (ruzi¢asta) i nemetiliranih (zelena) LINE-1 sekvenci cjelokupnog

genoma ispitanika.

Standardna krivulja pokazuje porast logaritamske vrijednosti fluorescencije detektora koja se
mjeri tijekom oslobadanja sa ciljne sekvence prilikom amplifikacije ciljne sekvence u realnom

vremenu TagMan MGB probama na platformi ABI 7500 RealLTime PCR System.

Delta Rn vs Cycle

10.000

1.000

Delta Rn

0.100

0.010
1.2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

Cycle Number

Selected Detector: All
Well(s): B2,B7-B8,C7-C8,F1-F8,G1-G8
Document: 03042012 (Standard Curve)

X ordinata: broj PCR ciklusa; Y ordinata: delta Rn (intenzitet fluorescencije)
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PRILOG 3: Metoda MethyLight za ALU-C4 sekvence — prikaz reprezentativnih krivulja

amplifikacije ALU-C4 sekvenci cjelokupnog genoma ispitanika.

Standardna krivulja pokazuje porast logaritamske vrijednosti fluorescencije detektora koja se
mjeri tijekom oslobadanja sa ciljne sekvence prilikom amplifikacije ciljne sekvence u realnom

vremenu TagMan MGB probama na platformi ABI 7500 ReaLTime PCR System.

Delta Rn vs Cycle

10.000

1.000

Delta Rn

0.100

0.010
12 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

Cycle Number

Selected Detector: ALU-C4; Start: 3; End: 15; Threshold: 0.20000000
Well(s): E1-E7,E9-F7,F9-F12,H1-H12
Document: 13072012met1 (Standard Curve)

X ordinata: broj PCR ciklusa; Y ordinata: delta Rn (intenzitet fluorescencije)

94



9. ZIVOTOPIS

OSOBNI PODACI

Ime i prezime

Adresa

Telefon

Telefaks

ElektroniCka posta, Web adresa
DrZavljanstvo

Datum rodenja

Matiéni broj iz Upisnika znanstvenika

RADNO ISKUSTVO

+ Datumi (od - do)
Ustanova zaposlenja
Naziv radnog mjesta

Funkcija
Podrucje rada

+ Datumi (od - do)
Ustanova zaposlenja
Naziv radnog mjesta

Funkcija
Podruéje rada

+ Datumi (od - do)
Ustanova zaposlenja
Naziv radnog mjesta

Funkcija
Podruéje rada

SKOLOVANJE

Datum
Mjesto
Ustanova
Zvanje

USAVRSAVANJE

Godina
Mjesto
Ustanova
Podrucje
Godina
Mjesto

Ivana Babi¢ BoZovi¢

Vijeneceslava Novaka 14, 51 000 Rijeka

051 651 291

051678 896

Ivana.Babic@medri.uniri.hr www.medri.hr

Hrvatsko

06.11.1978.

279 280

2004. - 2005.

Klini¢ki bolniéki centar Rijeka

doktor medicine

stazist

klinicka medicina

2005. - 2006.

Medicinski fakultet, SveuciliSte u Rijeci

struéni suradnik

asistent

citogenetika / prenatalna diagnostika
nastava iz citologije, molekularne biologije

2006.

Medicinski fakultet, SveuiliSte u Rijeci

znanstveni novak

asistent

citogenetika / prenatalna diagnostika
Molekularna genetika, nastava iz citologije, molekularne biologije i medicinske
genetike

2004.

Rijeka

Medicinski fakultet, Sveucili$te u Rijeci
doktor medicine

2006.

South Tyrol, Italy

Goldrain Castle

Klinicka humana citogenetika

2006.

Zagreb
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Ustanova
Podrucje
Godina
Mjesto
Ustanova
Podrucje
Godina
Mjesto
Ustanova
Podrucje

OSOBNE VJESTINE | KOMPETENCIJE
Materiniji jezik
Strani jezici

Jezik
Govori
Pise
Cita

SOCIJALNE VJESTINE | KOMPETENCIJE

ORGANIZACIJSKE VJESTINE |
KOMPETENCIJE

TEHNICKE VJESTINE | KOMPETENCIJE

VOZACKA DOZVOLA

DODATNI PODATCI

Institut Ruder BoSkovi¢

Metodolo3ki te€ajevi u biologiji i medicini ,DNA and RNA*

2007.
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Medicinski fakultet, SveudiliSte u Rijeci

Znanstvenoistrazivatka metodologija

2008.

Split

ESGM Remote Training Center of Split

Hybrid Course in Non-Invasive Prenatal Diagnosis

Hrvatski

Engleski

da

da

da

Timski rad i suradnja s kolegama, komunikacija s pacijentima, edukacija
studenata, oralne prezentacije, kontinuirano ucenje

Organizacija nastave, rada sa studentima, te laboratorijskog rada.

Dijagnosticki i istraZivacki rad u molekularnom i citogeneti¢kom laboratoriju,
efikasno koritenje raCunala, interneta i korisni¢kih programa standardnog
Microsoft Office paketa, pretrazivanje baza podataka.

Kategorija B, 1998.
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