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SAZETAK

Cilj istrazivanja: Osnovni cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi postoji li povezanost izmedu varijanti
gena MTHFR (rs1801133 i rs1801131), MTRR (rs1801394), DNMT1 (rs2228611), DNMT3A
(rs1550117) te DNMT3B (rs1569686 i rs2424913), pojedinacno ili u kombinaciji, i prirodenih
sr€anih greSaka kod osoba s Downovim sindromom.

Ispitanici i metode: U ovom retrospektivnom istrazivanju, u ispitivanu skupinu uklju¢eno je 134
ispitanika s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom (DSPSG+), a u kontrolnu
skupinu 124 ispitanika s Downovim sindromom bez prirodene sréane greSke (DSPSG-).
Analizirani su uzorci genomske DNK iz stanica leukocita periferne krvi i epitela bukalne sluznice,
pri ¢emu je genotipizacija varijanti gena provedena koristenjem metoda lanane reakcije
polimerazom i polimorfizma duZine restrikcijskih fragmenata. Za istrazivanje geneticke
povezanosti genotipova, alela i genetiCkih modela s predispozicijom za razvoj prirodenih sréanih
greSaka, koriSteni su omijeri izgleda i 95 % intervali pouzdanosti, uz statisticku znacajnost
postavljenu na razinu p < 0,05.

Rezultati istrazivanja: Statisti¢ki znaajno veca u€estalost DNMT3B rs2424913 TT genotipa (p
= 0,018) utvrdena je u DSPSG+ skupini u odnosu na DSPSG- skupinu, doprinosecéi 2,24 puta
vecem izgledu za razvoj PSG-a prema dominantnom genetickom modelu (p = 0,019).
Kombinacija genotipova DNMT3B rs2424913 TT i MTHFR rs1801133 CT ili MTHFR rs1801131
AA povecava izglede za razvoj PSG-a za 4,53 puta (p = 0,003), dok kombinacija genotipova
DNMT3B rs2424913 TT i MTRR rs1801394 AG povecéava za 2,82 puta (p = 0,025). DNMT3B
rs2424913 T alel i TT genotip (p = 0,018; p = 0,028) te MTHFR rs1801133 CT (p = 0,040)
povezani su sa atrijskim septalnim defektima, dok MTRR rs1801394 GG genotip (p = 0,023) i alel
G (p = 0,020) kao i dominantni (AA + AG vs GG) (p = 0,023) i kodominantni geneti¢ki modeli (AA
+ AG) (p = 0,021) moguci su €imbenici rizika za razvoj atrioventrikularnih septalnih defekata. Nije
utvrdena statistiCki zna€ajna razlika u povezanosti istrazivanih varijanti gena MTHFR, MTRR i
DNMT s obzirom na spol u skupini DSPSG+.

Zakljuéak: Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da varijanta gena DNMT3B rs2424913,
pojedinacno ili u kombinaciji, predstavlja potencijalni ¢imbenik rizika za razvoj prirodenih sréanih
greSaka kod osoba s Downovim sindromom, osobito onih s atrijskim sepalnim defektom.
Kljuéne rije€i: DNK Metiltransferaze; Downov sindrom; Metilentetrahidrofolat reduktaza;

Metionin sintetaza reduktaza; Polimorfizam, jednog nukleotida; Sréane greske, prirodene.

Vi



SUMMARY

Objectives: The main objective of this study was to determine the association between the gene
variants MTHFR (rs1801133 and rs1801131), MTRR (rs1801394), DNMT1 (rs2228611),
DNMT3A (rs1550117) and DNMT3B (rs1569686 and rs2424913), individually or in combination,
and congenital heart defects (CHDs) in individuals with Down syndrome (DS).

Patients and Methods: In this retrospective study, the study group included 134 individuals with
DS and CHD (DSCHD+), while the control group consisted of 124 individuals with DS without
CHD (DSCHD-). Genomic DNA samples from peripheral blood leukocytes and buccal epithelial
cells were analyzed, and the gene variants was genotyped using the polymerase chain reaction
method and restriction fragment length polymorphism. Odds ratios and 95 % confidence intervals
were used to examine the genetic association of genotypes, alleles, and genetic models with
predisposition to developing CHDs, with statistical significance p < 0.05.

Results: A statistically significant higher frequency of the DNMT3B rs2424913 TT genotype (p =
0.018) was found in the DSCHD+ compared to the DSCHD-, contributing to a 2.24-fold higher
probability of developing CHD according to the dominant genetic model (p = 0.019). The genotype
combinations of DNMT3B rs2424913 TT and MTHFR rs1801133 CT or rs1801131 AA increased
the probability of developing CHD by 4.53-fold (p = 0.003), while the combination of DNMT3B
rs2424913 TT and MTRR rs1801394 AG genotypes increased it by 2.82-fold (p = 0.003).
DNMT3B rs2424913 TT and T allele (p = 0,028; p = 0.018) and MTHFR rs1801133 CT (p = 0,040)
are associated with atrial septal defects, while MTRR rs1801394 GG genotype (p = 0.023) and G
allele (p = 0.020), as well as the dominant (AA + AG vs GG) (p = 0.023) and codominant genetic
models (AA + AG) (p = 0.021), are possible risk factors for the development of atrioventricular
septal defects. No statistically significant difference was found in the association of the
investigated MTHFR, MTRR and DNMT gene variants in relation to gender in the DSPSG+ group.
Conclusion: The results of this study suggest that the DNMT3B rs2424913 polymorphism, either
individually or in combination, may be a risk factor for CHDs in individuals with DS, particularly
those with atrial septal defect.

Keywords: DNA Methyltransferase; Down Syndrome; Heart Defects, Congenital;
Methylenetetrahydrofolate reductase; Methionine synthase reductase; Polymorphism, Single

Nucleotide.
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1. UVOD | PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

Prirodene sréane greSke (PSG, engl. Congenital Heart Defects, CHDs) nalaze se u
priblizno 50 % novorodenc¢adi s Downovim sindromom u oba spola [1, 2, 3, 4, 5, 6] dok se ista
dijagnoza postavlja kod priblizno 1 % novorodenc¢adi bez ovog sindroma [7].

Buduci da vise od 50 % osoba s Downovim sindromom ima normalno gradeno srce, PSG
se ne mogu smatrati isklju€ivo posliedicom trisomije 21 [8]. Etiologija PSG-a je multifaktorijalna,
uklju€ujuci geneticke i epigeneticke imbenike rizika [9, 10, 11, 12, 13]. Dokazi ukazuju na mogudi
doprinos nedostatnog unosa folata u perinatalnom razdoblju [14] i utjecaj varijanti gena u
metabolizmu folata i metionina [15], ali rezultati do danas nisu jednoznacéni [16, 17].

Metabolizam folata i metionina predstavlja medusobno povezane cikluse koji sintetiziraju
i prenose metilne skupine nuzne za razliite reakcije metilacije u stanici [18]. Metilacija
deoksiribonukleinske kiseline (DNK, engl. deoxyribonucleic acid, DNA), kao osnovni epigeneticki
mehanizam, sudjeluje u regulaciji brojnih staniénih procesa tijekom razvoja organizma [19].
Izmijenjena ekspresija gena kao posljedica nedaekvatnog unosa folata i/ili varijanti gena moze
rezultirati promjenama u obrascima metilacije DNK. Promijenjen obrazac metilacije DNK
predstavlja klju¢ni ¢imbenik koji utjeCe na ekspresiju gena relevantnih za razvoj i funkciju srca
[20, 21, 22].

1.1. Downov sindrom
1.1.1. Epidemiologija

Downov sindrom (DS, engl. Down syndrome), OMIM 190685 (engl. Online Mendelian
Inheritance in Man) [23] naj¢e$¢a je aneuploidija u humanoj populaciji [24]. Nastaje kao posljedica
trisomije kromosoma 21 i €ini oko 8 % svih kongenitalnin anomalija [25]. Incidencija iznosi
priblizno 1:779, Sto Cini otprilike 12,8 slu¢ajeva na 10,000 zivorodenih [26]. Prema izvjeS¢u
Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo za 2023. godinu u Republici Hrvatskoj registrirano je 2000
osoba s DS-om [27].

Rezultati istrazivanja ukazuju na vecu zastupljenost muskog spola medu osobama s
Downovim sindromom, s omjerom spolova (engl. sex ratio, SR) = 1,18 [28, 29, 30].

Smrtnost povezana s ovim sindromom krec¢e se u rasponu od 1,4 do 3,6 % [6]. Prirodene
sréane greske predstavljaju vodeci uzrok smrtnosti kod osoba s DS-om koje su preminule prije
20. godine zivota, dok su bolesti diSnog i krvozilnog sustava dominantan uzrok kod onih koje su

preminule nakon navrSene 20. godine Zivota [31, 32].



1.1.2. Etiologija

Klini¢ka slika Downova sindroma povezana je s tri razli€ita kariotipa. Regularni tip trisomije
21 prisutan je u priblizno 90 % slu€ajeva [33]. Tri kopije kromosoma 21 prisutne su u svim
stanicama kao posljedica nepravilnog razdvajanja kromosoma 21 tijjekom gametogeneze,
naj¢esce u oogenezi, posebno tijekom prve mejoticke diobe [34]. Mozai¢ni kariotip prisutan je u
3 — 5 % slu€ajeva [33], naj¢esce s dvjema stani¢nim linijama. Nastaje kao posljedica pogreske u
podjeli kromosoma tijekom mitotske diobe zigote [35]. Translokacijski tip prisutan je u 4 %
sluCajeva, u obiteljskom (25 %) ili de novo obliku (75 %) [33]. Najces¢i oblik jest translokacija
kromosoma 14/21 ili 21/21 [26]. Ostali tipovi trisomije 21 vrlo su rijetki i prisutni su u oko 1 %
slu¢ajeva [33].

Uzrok nepravilnog razdvajanja kromosoma jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjen. Starija
zivotna dob majke i promjene u polozaju rekombinacije dva su poznata ¢imbenika rizika [36, 37].
Brojna istraZivanja nastoje razjasniti uzroke nerazdvajanja kromosoma i klini¢ku sliku Downova
sindroma, kako geneti¢kim tako i epigenetickim modelima. EpidemioloSke studije ukazuju na
razliCite okoliSne ¢imbenike rizika, uklju€uju¢i socioekonomski status [38], izloZenost toksi€nim
tvarima na radnom mjestu [39], pretilost [40], obrazovni status roditelja [41], konzumaciju duhana,
oralnih kontraceptiva [42] te nedostatan unos folata tijekom perinatalnog razdoblja [43].
Pojedinacni doprinos svakog od €imbenika rizika teSko je izdvojiti. Nedovoljan unos folata i/ili
varijante gena u metabolizmu folata i metionina mogu predstavljati E&imbenike rizika za rodenje
djeteta s DS-om, no do danas su rezultati proturjeCni i ograni¢eni malom veli¢inom uzorka [26,
44, 45]. James i suradnici (1999) prvi su pretpostavili da varijante gena u metabolizmu folata i
metionina mijenjaju obrazac metilacije. Hipometilacija DNK u centromernim i pericentromernim
regijama povecava rizik od nepravilnog razdvajanja kromosoma 21 [46]. Nastavno na istrazivanja
Jamesa i suradnika tijekom godina provedena su brojna istrazivanja u razli€itim geografskim
podruc¢jima i s razli€itim etni¢kim skupinama, ali rezultati su do danas kontradiktorni [47, 48, 49,
50].

1.1.3. Kliniéka slika

Klinicka slika Downova sindroma slozena je i varijabilna. Pojedina obiljezja, kao $to su
neurorazvojni poremecaiji i tipiCne kraniofacijalne dismorfije, javljaju se u svih osoba, dok se
odredena stanja i bolesti, poput prirodenih sréanih greSaka (50 %), opstruktivne apneje (54 — 90
%), Alzheimerove demencije (77 %), poremecaja rada Stitnjace (> 50 %), epilepsije (8 %) i

leukemije (5 — 30 %), pojavljuju samo u nekih pojedinaca s DS-om [26] (Slika 1).
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Slika1. Klini¢ka obiljezja Downova sindroma (prilagodeno prema [26])
Izvor: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32029743/

1.2.  Prirodene sréane greske

Prirodene sréane greSke razvojno su i klinicki heterogena skupina strukturnih i
funkcionalnih prirodenih malformacija srca i/ili velikih krvnih Zila, koje nastaju uslijed nepotpunog
pregradivanja srca tijekom embrionalnog razdoblja [51]. Razvoj srca pocinje pocCetkom trec¢eg
tiedna gestacije. Organogeneza srca slozen je i precizno reguliran proces, koji zahtijeva slozene

stani¢ne interakcije i metaboli¢ke puteve kroz visoko koordinirane faze razvoja [52, 53] (Slika 2).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32029743/

.

Slika 2. Faze sréane morfogeneze
Izvor: https://pubmed.ncbi.nim.nih.qov/16568242/

(a) Sréani polumjesec — 15. dan gestacije — formiranje | kardiogenog podrudja (b) Linearna sréana
cijev — 21. dan gestacije — formiranje Il kardiogenog podrudja, obostrano simetri¢ne primordijalne
stanice srca migriraju do srediSnje linije (c) Sr€ana petlija — 28. dan gestacije — rast i savijanje
sr€ane cijevi u sréanu petlju, pozicionirajuci pretklijetke iznad klijetki (d) Sréane komore — tijekom
6.i7. tjiedna gestacije — razvoj sréane pregrade, razdvaja srce u Cetiri razli¢ite komore i zajednicki
izlazni trakt, septiran u aortu i plu¢nu arteriju, rezultira pluénom i sistemskom cirkulacijom;
opsezno remodeliranje zalisaka i razvoj klijetki oznaCava zrelo razvijeno srce.

AO — aorta; DA — arterijski duktus (engl. ductus arteriosus); LA — lijeva pretklijetka (engl. left atrium); LC —
ljeva karotidna arterija (engl. left carotid artery); LV — lijeva klijetka (engl. left ventricle); LSC — lijeva
potkljuéna arterija (engl. left subclavian artery); OFT — izlazni trakt srca (engl. outflow tract); PA — pluéna
arterija (engl. pulmonary artery); RA — desna pretklijetka (engl. right atrium); RC — desna karotidna arterija
(engl. right carotid artery); RSC — desna potklju¢na arterija (engl. right subclavian artery); RV — desna

klijetka (engl. right ventricle).

1.2.1. Epidemiologija

Prirodene srcane greSke Cine gotovo trecinu svih prirodenih anomalija s prevalencijom od
8/1000 Zzivorodenih [51, 54]. Distribucija PSG-a prema spolu pokazuje da defekti srca koji
zahvacaju izlazni trakt prevladavaju kod muskaraca, dok defekti ulaznog trakta i lezije Santa ¢esc¢e
zahvacaju zZene. Dobiveni nalazi se tumace bioloskim razlikama izmedu zena i muSkaraca koje
mogu pridonijeti raznolikosti anatomskih vrsta PSG-a. Rezultati istrazivanja ukazuju na statisticki

znacCajan porast rizika za razvoj ozbiljnijih vrsta PSG-a kod muskaraca. Ovo moze sugerirati da
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faza embrionalnog razvoja [55, 56].

Septalni defekti Eine dominantnu vrstu PSG-a, pri éemu ventrikularni septalni defekt (VSD,
engl. ventricular septal defect), atrijski septalni defekt (ASD, engl. atrial septal defect) i otvoreni
arterijski duktus (PDA, engl. patent ductus arteriosus), poznati kao “blaze lezije”, €ine 57,9 % svih
slu¢ajeva PSG-a [51]. Globalna prevalencija PSG-a raste za 10 % svakih 5 godina, s
pretpostavkom da viSe od 90 % tog povecanja proizlazi iz poboljSane detekcije “blazih lezija” [57].
Prevalencija PSG-a varira medu populacijama i zemljopisnom podrijetlu, s najnizom u Africi
2,3/1000 i najvisom u Aziji 9,3/1000 [51]. Heterogenost prevalencije moze se objasniti
socioekonomskim statusom, dostupno$¢u zdravstvene zastite te utjecajem razlic¢itih genetickih ili
okolidnih ¢imbenika.

Prirodene sr€ane greske predstavljaju vodedi uzrok smrti od nezaraznih bolesti medu
osobama mladim od 20 godina, sa stopom smrtnosti od 19,8 % [58]. Stopa smrtnosti zna¢ajno
varira Sirom svijeta, prvenstveno zbog neravnoteze u ekonomiji i zdravstvenoj zastiti. Utvrdeno je
da je stopa smrtnosti u regijama s niskim socioekonomskim indeksom (engl. Socio-Demographic
Index, SDI) priblizno pet puta veca (4,9/100 000) u usporedbi s regijama visokog SDI-a (1,2/100
000). Nadalje, dobno standardizirana stopa smrtnosti (engl. Age-Standardized Mortality Rate,
ASMR) vida je medu muskarcima, pri Eemu se preko 80 % smrtnih slu€ajeva biljeZi kod djece
mlade od 5 godina [59].

Vecina PSG-a pojavljuju se kao izolirane malformacije, dok je 25 — 30 % udruzeno s
drugim anomalijama [60]. Primarne malformacije nastaju tijekom rane faze kardiovaskularne
morfogeneze, dok deformacije nastaju nakon zavrSetka morfogeneze i posljedica su utjecaja
okolisnih &imbenika tijekom intrauterinog razvoja. S druge strane, disrupcije se postupno

manifestiraju tijekom rasta jedinke [61].

1.2.2. Etiologija

Etiologija u vecini sluCajeva ostaje nepoznata. Kromosomske promjene uzrokuju 10 — 12
% PSG-a u zivorodene djece [62, 63], promjene u samoj sekvenci gena prisutne su u 10 % PSG-
a [64], a oko 2 % nastaje djelovanjem okoliSnih ¢imbenika [65]. Prepoznati su razli€iti egzogeni i
endogeni Cimbenici rizika koji doprinose razvoju PSG-a u potomaka. Medu egzogenim
Cimbenicima su razliiti teratogeni poput lijekova, alkohola, hipoksije, nutritivnih nedostataka,
pudenja, onecis¢enja zraka, u€inci sezonalnosti i hiperhomocisteinemije [66, 67, 68, 69, 70]. Rizik

za razvoj PSG-a nakon izloZenosti teratogenima ovisi o dozi, razdoblju i trajanju izloZzenosti [26].



Medu endogene Cimbenike rizika ubrajaju se razli€ite bolesti i stanja majke, kao $to su dijabetes
melitus, pretilost, fenilketonurija, virusne infekcije, hipertermija, te dob i reproduktivha povijest
majke [4, 66, 71].

Prema anatomskim i hemodinamskim promjenama, PSG se klinicki klasificiraju u razli€ite
podvrste ovisno o stupnju sloZzenosti [72]. Modificirana Clarkova klasifikacija PSG-a (1993)
pretpostavlja da je slozenost i heterogenost PSG-a rezultat multifaktorijalne etiologije, koja

obuhvaca interakciju embrioloskih, geneti¢kih i okoliSnih ¢imbenika [73, 74, 61] (Tablica 1).

Tablica 1. Modificirana Clarkova klasifikacija prirodenih srcanih greSaka

Patogeneticki razvojni mehanizmi Morfolo$ki defekti

|. Defekti smjestaja i stvaranja sréane petlje Heterotaxia

Situs viscerum inversus totalis

Korigirana transpozicija velikih krvnih zZila (I-TGA)
Superior-inferior ventrikul

II. Migracijske anomalije ektomenzehimalnoga tkiva
- defekti pregradivanja konotrunkusa Poremecen aortomitralni kontinuitet (asimptomatski tip)
Ventrikularni septalni defekt tip Il — subarterijalni

Desni ventrikul s dvostrukim izgonskim dijelom
Fallotova tetralogija

Pulmonalna atrezija s ventrikularnim septalnim defektom
Aortopulmonalni prozor

Truncus arteriosus communis

- abnormalni polozaj konotrunkalnih jastucic¢a Kompletna transpozicija velikih krvnih Zila

- s intaktnim s ventrikularnim septalnim defektom

- s ventrikularnim septalnim defektom, pulmonalnom
stenozom ili trikuspidnom atrezijom

- arterija faringealnog $krznog luka Prekinuti luk aorte tip B
Dvostruki aortni luk
Desni luk aorte

Ill. Defekti ekstracelularnog matriksa
- defekti endokardijalnih jastuci¢a Atrijski septalni defekt tipa | (Ostium primum)
Ventrikularni septalni defekt tipa lll (inlet)
Kompletni atrioventrikularni kanal (CAVC)

- displazija pulmonalne/aortne valvule
Displasti¢ni pulmonalni/aortni zalisak

IV. Defekti usmjerenog rasta

- anomalija utoka plu¢nih vena Potpuna anomalija utoka pluénih vena
Parcijalna anomalija utoka pluénih vena
V. Abnormalnostl apopotoze Ventrikularni septalni defekt (misi¢ni dio)

Ebsteinova anomalija trikuspidne valvule

VI. Defekti intrakardijalnoga protoka krvi
- defekti protoka u desnom srcu Pulmonalna atrezija s intaktnim interventrikularnim septum
Pulmonalna stenoza s intaktnim interventrikularnim septum
Pulmonalna stenoza s ventrikularnim septalnim defektom
Periferna pulmonalna stenoza
Bikuspidna pulmonalna valvula

- defekti protoka u lijevom srcu Sindrom hipoplasti¢noga lijevog srca
Stenoze sréanih zalisaka (aortne, mitralne)
Koarktacija aorte

Prekid aortalnog luka tipa A

- septalni defekti Ventrikularni septalni defekt perimembranozni
Atrijski septalni defekt tipa | (Ostium secundum)

- perzistirajuéi duktus arteriosus perzistiraju¢i duktus arteriosus Botalli
*prilagodeno prema [61]




1.3. Prirodene sréane greSke u Downovu sindromu
1.3.1. Epidemiologijai etiologija

Povezanost izmedu Downovog sindroma i prirodenih sr€anih greSaka prvi put je
dokumentirana od strane Garroda [75]. Prema istraZivanjima, prevalencija PSG-a kod osoba s
DS-om variraizmedu40 % i77 % [2, 4,5, 6, 76, 77, 78]. NajCeSce vrste PSG-a u ovim slu€ajevima
ukljucuju atrioventrikularni septalni defekt (engl. atrioventricular septal defect; AVSD, 51 %), VSD
(25 %) i ASD (9 %) [79, 80, 81] (Slika 3).

Slika 3. Naj¢esce vrste prirodenih sréanih greSaka kod osoba s Downovim sindromom

AO — aorta; PA — pluc¢na arterija; DA — desna atrij; LA — lijeva atrij; DV — desni ventrikl; LV — lijevi ventrikl

Atrioventrikularni septalni defekt prisutan je u 2,8 % slu€ajeva koji nisu povezani s
Downovim sindromom, u usporedbi sa 60,1 % sluCajeva s DS-om [82]. Ova znacajna razlika u
prevalenciji sugerira moguc¢nost da varijacija odrazava svojstvene karakteristike prouCavane
populacije, ukljuéujuci potencijalno vecu ucestalost varijanti gena koje predisponiraju prisutnost
AVSD-a [83]. Vazno je napomenuti da prevalencija razli¢itih vrsta PSG-a mozZe znacajno varirati
medu istrazivanjima, $to je posljedica primjene razliCitih dijagnosticki metoda, varijabilnosti
veliine uzorka, klasifikacijskih razlika te varijacija uklju€ivanja prolaznih ili fiziolokih PSG-a [29,
84, 85, 86]. Slozene PSG su rjede zastupljene u dojen¢adi s DS-om nego u dojencadi bez DS-a,
8to moZe biti rezultat viSe €imbenika. Jedan od mogucih razloga moZze biti selektivni pobacaj
fetusa s DS-om. Takoder, pobolj$anja u antenatalnoj dijagnostici slozenih PSG-a mogu doprinijeti
boljem prepoznavaniju tih gresaka tijekom trudnoce, Sto moze rezultirati smanjenom ucestaloScu

njihove pojave u novoroden¢adi s DS-om zbog prekida trudnoce [87].



Distribucija PSG-a prema spolu i etnickim razlikama uvjetovana je vrstom sr€ane greske
[88].

Nedavna epidemiolodka studija provedena od strane Uludag Alkaya i suradnika (2023) u
razdoblju od 1986. do 2022. godine pratila je 1731 osobu s DS-om. Ventrikularni septalni defekt
i ASD identificirani su kao najées¢e vrste PSG-a medu svim citogenetskim tipovima DS-a. U
skupini osoba s DS-om i prisutnom PSG-om, kardiokirurSka intervencija provedena je u 34,4 %
slu€ajeva, s prosjenom dobi intervencije od 7 mjeseci. Razlozi za intervenciju najées¢ée su bili
povezani s Fallotovom tetralogijom (TOF, engl. Tetralogy of Fallot) (77,8 %), AVSD-om (61,6 %)
i VSD-om (39 %). Kardiovaskularne komplikacije istaknute su kao vodecéi uzrok smrti u bolesnika
s PSG-om, &ine¢i 47,2 % smrtnih sluajeva u toj skupini. PetogodiSnje prezivljenje pokazalo se
znacajno razli¢itim medu skupinama pacijenata s DS-om, ovisno o prisutnosti i tezini PSG-e.
Bolesnici bez PSG-e imali su izuzetno visoko petogodisnje preZivijenje od 97,4 %. Kod onih s
lakSom PSG-om stopa prezivljenja iznosila je 95,6 %, dok je kod onih s umjerenom do teSkom
PSG-om bila nesto niza, ali i dalje zna¢ajna, s 86,1 % [5].

Uzrok prirodenih sréanih greSaka kod osoba s DS-om do danas nije razjasnjen. Bududi
da viSe od 50 % osoba s DS-om ima normalno gradeno srce, PSG se ne mogu smatrati isklju€ivo
posljedicom trisomije 21 [8], za razvoj PSG-a potrebno je medudjelovanje razli¢itih genetskih i
epigenetskih ¢imbenika rizika [89].

EpidemioloSke studije su identificirale niz ¢imbenika rizika povezanih s razvojem PSG-a
kod osoba s DS-om. Spol djeteta jedan je od identificiranih imbenika rizika, kako su istraZili
Uludag (2023), Haider (2023), Mughal (2020), Diogenes (2017), Somasundaram (2018), Corona-
Rivera (2019, Takano (2019), Santoro (2018) i Rehman (2022) Ostali ¢imbenici rizika obuhvacaju
porodajnu tezinu prema istrazivanjima Kim (2014) i El-Gilany (2017), dob roditelja prema
Somasundaram (2018), Asim (2022), Kim (2014) i Chéhab (2007), krvno srodstvo roditelja prema
Somasundaram (2018) i El-Gilany (2017), obrazovanje roditelja prema istrazivanju Corona-
Rivera (2019), spontani pobacaj u prethodnim trudno¢ama prema Asim (2022), paritet prema El-
Gilany (2017) i Somasundaram (2018), indeks tjelesne mase prema istrazivanju Corona-Rivera
(2019), EI-Gilany (2017) i Bergstrom (2016), izlozenost akutnoj/kroni¢noj bolesti tijekom trudnocée
prema El-Gilany (2017), te koriStenje duhana, antibiotika i oralnih kontraceptiva prema El-Gilany
(2017), Bergstrom (2016) i Mokhtar (2001) [5, 29, 77, 83, 84, 86, 90, 91, 92, 82, 93, 4, 94, 87,
95]. Dodatno, suplementacija folne kiseline je takoder identificirana kao Cimbenik rizika prema
Asim (2022), Corona-Rivera (2019), El-Gilany (2017) i Bean (2011) [4, 86, 93, 96] (Prilog 1. tablica
2).



Suplementacija folne kiseline, bilo samostalno ili u kombinaciji s vitaminima i mineralima
tijekom perikoncepcijskog razdoblja, igra kljuénu ulogu u prevenciji defekta neuralne cijevi (engl.
neural tube defect, NTD) [97]. Vjerojatno objasnjenje povezanosti neadekvatnog unosa folne
kiseline i PSG-a mozZe se pronaéi u visokoj koncentraciji homocisteina [98]. Uz to, pozitivha
korelacija izmedu razine maj€inog serumskog homocisteina i uCestalosti PSG-a dodatno
potvrduje ovu povezanost [99, 100]. Unato¢ provedenim studijama, jo$ uvijek nije potpuno
razjasSnjena ucinkovitost folne kiseline, bilo samostalno ili u kombinaciji, u prevenciji PSG-a.
Soheilard (2020) naglasava da za dobivanje preciznijih rezultata nuzno treba provesti opsezne i
dobro osmisljene studije koje ¢e uklju€ivati dobro definirane PSG, odabrane doze folne kiseline
te rano pocetno propisivanje u homogenim populacijama prvorotkinja bez povijesti pobacaja i

mrtvorodenosti [101].

1.3.2. Geneticki ¢imbenici rizika

Dvije hipoteze nastoje objasniti i razumjeti veze izmedu PSG-a i DS-a. Prema hipotezi
genske doze (engl. gene dosage amplification hypothesis), pretpostavlja se da je zbog trisomije
kromosoma 21 povecCana i ekspresija gena za 1,5 puta [102, 103]. Ovaj model uspostavlja
koncept kriticne regije za PSG kod DS-a (engl. DS-CHD critical region) s odredenim genima
(DSCAM (engl. DS cell adhesion molecule); COL6A1 (engl. collagen type VI alpha 1 chain);
COL6A2 (engl. collagen type VI alpha 2 chain); KCNJ6 (engl. potassium inwardly rectifying
channel subfamily J member 6; RCAN1 (engl. regulator of calcineurin 1)) koji sudjeluju u
kardiogenezi, a promjene u njihovoj ekspresiji povezuju se s poveéanim rizikom za razvoj PSG-a
kod osoba s DS-om [104] (Slika 4).

Chr. 21 [;]
q21.1

/

q21.3

q22.11

q22.12
q22.13
q22.2

q22.3 -

Slika 4. Kriticna regija za prirodene sré¢ane greSke u Downovu sindromu

DSCR

Chr. 21 — kromosom 21 (engl. chromosome 21); DSCR — Down sindrom kriti€na regija (engl. Down

syndrome critical region)



S obzirom na to da PSG nisu isklju€ivo posljedica trisomije 21, druga hipoteza temelji se
na konceptu hipoteze mutacije gena (engl. gene mutation hypothesis). Prema toj hipotezi,
prekomjerna ekspresija gena na kromosomu 21 djeluje u kombinaciji sa specificnim mutacijama
ili polimorfizmima jednog nukleotida [8, 105]. Nadalje, za razvoj PSG-a odgovorni su mnogobraoji
geni na drugim kromosomima, male molekule ribonukleinske kiseline (mikroRNK, engl.
MicroRNA, miRNA), varijante broja kopija (engl. copy number variations, CNV), negeneticki
faktori, signalni putevi, polimorfizmi jednog nukleotida i promjene u metabolizmu folata i metionina
[89, 106].

1.3.2.1. Metabolizam folata i metionina

Metabolizam folata i metionina predstavlja dva medusobno povezana ciklusa u kojima se
sintetiziraju i prenose metilne skupine nuzne za razli€ite reakcije metilacije unutar stanice [18].
Folat, esencijalni vitamin B9, klju€an je za normalan rast i diobu stanica, sintezu nukleinskih
kiselina, aminokiselina te S-adenozilmetionina (SAM, engl. S-adenosylmethionine), donora
metilne skupine za reakcije metilacije u stanici [45]. Nedostatak folata moze rezultirati lomom
lanca DNK, hipometilacijom DNK, aberantnom ekspresijom gena i segregacijom kromosoma
[107]. Prirodni izvori folata uklju€uju zeleno lisnato povrée, mahunarke, jetru, zitarice, kivi, jagode
i citrusno voce, dok je folna kiselina, sintetski pripravak B vitamina i dodatak prehrani, poznata po
vecoj stabilnosti i bioraspolozivosti u usporedbi s folatima [108]. Folat, nakon apsorpcije u
duodenumu i gornjem dijelu jejunuma, prenosi se izravno u jetru u obliku monoglutamata ili,
putem pteroil poliglutamat hidrolaze, konvertira se iz poliglutamata u monoglutamat i tada se
transportira u jetru. Dihidrofolat reduktaza (DHFR, engl. dihydrofolate reductase) u jetri katalizira
redukciju monoglutamata u dihidrofolat (DHF, engl. dihydrofolate) te dihidrofolat u tetrahidrofolat
(THF, engl. tetrahydrofolate), najzastupljeniji oblik folata u plazmi. Hidrofilna molekula folata
prenosi se putem transportnih proteina poznatih kao folatni nosaci u stanicu (RFC1, engl. reduced
folate carrier). Unutar stanice, THF se pomoc¢u enzima serin hidroksimetiltransferaze (SHMT,
engl. serine hydroxymethyltransferase) uz kofaktor vitamin B6 (piridoksin) konvertira u 5,10-
metilentetrahidrofolat (5,10-metilenTHF, engl. 5,10-methylenetetrahydrofolate). Klju¢ni enzim u
metabolizmu  folata  N5,N10-metilentetrahidrofolat-reduktaza ~ (MTHFR, engl. 5,10-
methylenetetrahydrofolate reductase), kodiran istoimenim genom metilenetetrahidrofolat
reduktaza (engl. methylenetetrahydrofolate reductase, MTHFR) smjestenim na kromosomu
1p36.3, uz kofaktor vitamin B2 (riboflavin) igra klju¢nu ulogu u ireverzibilnoj konverziji 5,10-

metilenTHF u N5-metiltetrahidrofolat (5-metilTHF, engl. 5-methyltetrahydrofolate), glavnu
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cirkuliraju¢u formu folata i donora metilnih skupina. Sljedec¢i kljuéni regulatorni enzim, N5-
metiltetrahidrofolat-homocistein metiltransferaza reduktaza (MTRR, engl. 5-
methyltetrahydrofolate-homocysteine  methyltransferase reductase), kodiran genom 5-
metiltetrahidrofolat-homocistein metiltransferaza reduktaza (engl. 5-methyltetrahydrofolate-
homocysteine methyltransferase reductase, MTRR), na kromosomu 5p15.31, katalizira
konverziju inaktivnog oblika enzima metionin-sintetaze (MTR, engl. methionine synthase) u
aktivni oblik, pri ¢emu vitamin B12 (cijanokobalamin) djeluje kao kljuéni kofaktor za prijenos
metilne skupine. Enzim metionin-sintetaza katalizira reakciju remetilacije homocisteina, stvarajuci
THF i metionin. Homocistein, aminokiselina koja nije ukljuena u sintezu proteina, djeluje kao
posrednik u metabolizmu metionina. Metionin, esencijalna aminokiselina, putem metionin
adenoziltransferaze djeluje kao supstrat za SAM, kofaktor i donor metilne skupine za reakcije
metilacije ukljucujuc¢i metilaciju DNK, RNK, neurotransmitera, lipida i proteina poput histona.
Metilne skupine djeluju kao kljuéni supstrat za metilaciju DNK, ¢€inec¢i osnovni epigeneticki
mehanizam putem kojeg okolisni ¢imbenici moduliraju ekspresiju gena, bez obzira na nukleotidni
slijed DNK. Ovaj kljuéni epigeneticki mehanizam uklju€en je u regulaciju brojnih stani¢nih
mehanizama tijekom normalnog razvoja organizma, ali takoder igra znac€ajnu ulogu u patoloskim
procesima. Kada je DNK konac&ni akceptor metilne skupine, reakciju kataliziraju izvr$ni enzimi u
procesu metilacije DNK, metiltransferaze DNK (DNMT, engl. DNA methyltransferases).
Razlikujemo nekoliko DNK metiltransferaza koje sudjeluju u prijenosu metilnih skupina na peti
ugljikov atom nukleotida citozina s donora S-adenozil-L-metionina: DNMT1 (engl. DNA
methyltransferase 1), DNMT2 (engl. DNA methyltransferase 2), DNMT3 alfa (DNMT3A, engl.
DNA methyltransferase 3 alpha), DNMT 3 beta (DNMT3B, engl. DNA methyltransferase 3 beta).
DNMT1, kodirana istoimenim genom na kromosomu 19p13.2, igra kljuénu ulogu u odrZavanju
obrasca metilacije tijekom diobe stanice, dok su geni za metiltransferaze DNMT3A i DNMT3B,
smjesSteni na kromosomu 2p23.3 odnosno na kromosomu 20q11.21 i imaju kljuénu ulogu u
uspostavljanju de novo obrasca metilacije tijekom rane embriogeneze. S-adenozilmetionin putem
procesa transmetilacije transformira se u S-adenozilhomaocistein (SAH, engl. S-adenosyl
homocysteine), kompetitivni inhibitor brojnih metiltransferaza. Ukoliko S-adenozilhomocistein ne
prode proces remetilacije u metionin, slijedi ulazak u put transsulfuracije gdje se nepovratno
pretvara u cistein (Slika 5) [45, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115].
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Slika 5. Metabolizam folata i metionina

Enzimi: BHMT, betain-homocistein metiltransferaza; CBS, cistationin beta-sintaza; DHFR, dihidrofolat
reduktaza; DNMT, DNK metiltransferaze; MTHFR, metilen tetrahidrofolat reduktaza; MTR, metionin
sintaza; MTRR, metionin sintaza reduktaza; RFC1, nosal reduciranih folata 1, SHMT, serin
hidroksimetiltransferaza; TCR, tanskobalamin receptor; TYMS, timidilat sintaza; Metaboliti: DHF,
dihidrofolat; GSH, glutation; THF, tetrahidrofolat; dTMP deoksitimidinmonofosfat; dUMP, deoksiuridin
monofosfat; SAH, S-adenosil homocistein; SAM, S-adenosilmetionin; Kofaktori: B2, vitamini B2; B6, vitamin
B6; B12, vitamin B12;

CHs: metilna skupina; 5,10-metilenTHF, 5-metilTHF

1.3.2.1.1. Varijante gena metabolizma folata i metionina

Varijanta jednog nukleotida (engl. single nucleotide variant, SNV) ili polimorfizam jednog
nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism, SNP), prisutna je u viSe od 1 % populacije [116]
i moze djelovati kao riziCni ili protektivni Cimbenik za razliCita stanja ili bolesti. Takve varijante
mogu utjecati na aktivnost promotora, regulaciju ekspresije gena, mjesta spajanja i vezanja
transkripcijskih faktora, kao i na epigenetske modifikacije [117, 118]. To rezultira direktnim ili

indirektnim utjecajem na sveukupnu genetsku pozadinu pojedinca, obitelji ili populacije, $to moze
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interferirati s razlicitim ¢imbenicima okoliSa [119]. Tijekom proteklih godina, provedena su brojna
istraZivanja usmjerena na analizu povezanosti izmedu varijanti gena, odgovornih za kodiranje
enzima uklju¢enih u metabolizam folata i metionina, te pojave PSG-a (Prilog 2. tablica 3, 4; Prilog
3. tablica 5). Pretpostavka je da analizirani utjecaji varijanti gena pojedinacno i/ili u kombinaciji
rezultiraju povecanjem razine homocisteina, Sto dovodi do promjena u obrascu metilacije DNK u
ranoj embrionalnoj fazi, direktno utjeCuc¢i na ekspresiju kljuénih gena za kardiogenezu.
Istrazivanja na animalnim modelima sugeriraju povezanost PSG-a s niskim vrijednostima folata
odnosno visokim vrijednostima homocisteina, $to posljedicno moze rezultirati abnormalnom
diferencijacijom, migracijom i apoptozom u stanicama neuralnog grebena koje primarno utje€u na

interventrikularni septum i konotrunkalnu regiju srca [120, 121, 122].

1.3.2.1.2. Varijante gena metilentetrahidrofolat-reduktaze

Dva naj¢esca polimorfizma gena MTHFR, MTHFR 677C>T i 1298A>C [123], prepoznata
su kao €imbenici rizika za razli€ita stanja i bolesti kod ljudi, kao $to su muska neplodnost, pobacaji,
defekti neuralne cijevi, Downov sindrom, prirodene sréane greske, autoimuni poremecaji, te
zlo¢udne, kardiovaskularne i neurodegenerativne bolesti [124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131].
Najvazniji funkcionalni polimorfizam gena MTHFR 677C>T, lociran je u katalitiCkoj domeni
proteina. Mutacije unutar te domene mogu igrati ulogu u vezanju supstrata [132]. Ovaj
polimorfizam, dbSNP (engl. Single Nucleotide Polymorphism database) rs1801133 [133] proizlazi
iz supstitucije baze citozina u timin u 4. egzonu, rezultirajué¢i zamjenom aminokiseline alanina u
valin (Ala222Val) i smanjenjem aktivnosti enzima. Enzim djeluje kao protein dimer, stabiliziran
fizioloSkim razinama folata, no polimorfizam dovodi do stvaranja termolabilne varijante enzima
MTHFR s umanjenom enzimskom aktivnoS¢éu. Enzimska aktivnost homozigota rs1801133 TT
iznosi 30 %, a heterozigota CT 65 % u odnosu na divlji genotip [112]. To uzrokuje stvaranje
smanjenje koli¢ine aktivhog oblika folate, 5-metil-THF i neadekvatnu remetilaciju homocisteina,
Sto rezultira pojavom hiperhomocisteinemije [134]. Hiperhomocisteinemija rezultira povec¢anim
oksidativnim stresom, $to dovodi do poremecaja endotelne funkcije i posljediéno razvojem
kardiovaskularnih bolesti [135]. Podaci meta-analize ukazuju na globalnu prevalenciju alela T i
genotipa TT od 24,0 % odnosno 7,7 %. Kada je rije€ o podskupinama, najniza ucestalost alela T
zabiljezena je medu populacijom Afrike (10,3 %), dok je najviS8a medu Europljanima (34,1 %). Ovi
rezultati sugeriraju da je uCestalost alela T i genotipa TT C677T najveca u bijeloj populaciji [136].

Do danas je polimorfizam MTHFR rs1801133 istrazivan u brojnim studijama kao
potencijalni ¢imbenik rizika za razvoj PSG-a, $to je dalo proturje¢ne rezultate (Prilog 2. tablica 3,

4; Prilog 3. tablica 5). Godine 2001. Junker i suradnici prvi su puta proveli istrazivanje o
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povezanosti polimorfizma MTHFR rs1801133 i PSG-a na uzorku 114 ispitanika bijele populacije
mladih od 16 godina, s nesindromskim PSG-ma. Njihovi rezultati sugeriraju da MTHFR rs1801133
homozigotni TT genotip predstavija ¢imbenik rizika (p = 0,027) za razvoj strukturnih PSG-a
tijekom rane trudnoée u njemackoj populaciji [137]. Iste godine, Wenstrom i suradnici proveli su
istraZivanje o povezanosti polimorfizma MTHFR rs1801133 i razine homocisteina s PSG-ma na
uzorcima amniocita plodove vode. Rezultati studije su pokazali da je 50 % fetusa s PSG-om imalo
ili visoku razinu homocisteina ili polimorfizam MTHFR rs1801133 (p = 0,003), dok je 12 %
ispitanika imalo oboje (p = 0,0006) [138].

Nakon pocetnih istrazivanja usmjerenih na razjasSnjavanje uloge varijanti gena
metabolizma folata i metionina u etiologiji nesindromskih PSG-a, vecéina kasnijih studija isti¢e
moguci doprinos varijante MTHFR rs1801133 kao ¢imbenika rizika za razvoj PSG-a [139, 140,
141, 142, 143, 144, 145, 146, 147]. Medutim, €esto su rezultati studija proturjecni.

Prva meta-analiza provedena 2007. godine, koja je ukljucila analizu trinaest studija,
ukazala je da ne postoji povezanost izmedu polimorfizma MTHFR rs1801133 CT i TT genotipa s
PSG-om [148], isti rezultati dobiveni su i u sljede¢e dvije meta-analize na jedanaest [149] i na
dvadeset dvije studije [16]. Medutim, kasnije meta-analize, provedene posljednjih godina nakon
sve veceg broja dostupnih znanstvenih istraZivanja, potvrdile su povezanost polimorfizma
MTHFR rs1801133 i razvoja PSG-a [12, 15, 112, 126, 150, 151, 152, 153, 154, 155].

Naknadna stratifikacija podataka prema etni¢kim skupinama otkrila je statisti¢ki zna€ajnu
povezanost izmedu MTHFR rs1801133 i PSG-a u azijskoj populaciji [15,150]. S druge strane,
rezultati Wanga i suradnika ukazuju da je alelni model statisti¢ki znaCajno povezan s rizikom od
nesindromskih PSG-a u azijskoj i europskoj populaciji [112].

Povezanost varijanti gena ciklusa folata i metionina s razvojem PSG-a kod osoba s DS-
om rijetko je istrazivana, pri ¢emu postoji tek nekoliko objavljenih radova s nedosljednim
rezultatima (Prilog 3. tablica 5).

Ganguly i suradnici (2021) genotipizirali su Cetiri skupine ispitanika u indijskoj populaciji:
DS s AVSD-om (DS-AVSD, N = 479), DS bez AVSD-a (DS, N = 540), osobe bez DS-a s AVSD-
om (kontrola AVSD, N = 321) i osobe bez DS-a i bez AVSD-a (kontrola, N = 409), s ciliem
istraZivanja sinergijske povezanosti polimorfizama MTHFR C677T i RFC1 A80G s ucestaloS¢u
AVSD-a kod osoba s DS-om. ZnacCajno veca ucCestalost alela "T" varijante MTHFR C677T
detektirana je u DS-AVSD skupini u usporedbi s kontrolnom skupinom, s OR = 1,75. Takoder,
zabiljeZzena je znac€ajno viSa u€estalost u kontrolnoj AVSD skupini u odnosu na kontrolnu skupinu,
te DS-AVSD skupini u usporedbi s kontrolnom AVSD skupinom, s OR =1,32. MTHFR rs1801133

CT i TT genotip pokazali su zna€ajno veéu ucestalost u DS-AVSD skupini u usporedbi s
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kontrolnom skupinom. Takoder, utvrden je povecan rizik za razvoj PSG-a u prisutnosti oba
ispitivana polimorfizma. S obzirom na znacajnu ulogu gena MTHFR i RFC1 u metabolizmu folata
i metionina, koji reguliraju globalnu DNK metilaciju gena klju¢nih za razvoj embrionalnog sr¢anog
septuma, varijacije ovih gena vjerojatno sprjeCavaju staniénu proliferaciju. Ovaj ucinak vjerojatno
se pojacava u prisutnosti trisomije 21 [156].

Elsayed i suradnici (2014) proveli su studiju u skupini majki djece sa septalnim defektima,
od kojih je 26 imalo DS, a 35 nije, te u kontrolnoj skupini majki zdrave djece. U¢estalost MTHFR
rs1801133 CT genotipa bila je znaajno ve¢a u majki djece s DS-om i atrioventrikularnim
kanalom. Takoder, uCestalost TT genotipa bila je zna¢ajna kod majki djece s DS-om i ASD-om
[157].

Medutim, istrazivanja provedena u ftri razliCita geografska podruéja nisu pronasla
povezanost izmedu MTHFR rs1801133 i PSG-a kod osoba s Downovim sindromom [158, 159,
160]. Unato¢ tome, postoji odredeni broj potvrdnih meta-analiza koje su ukljucile istrazivanja
nesindromskih i sindromskih PSG-a [140, 150, 151, 161] (Prilog 2. tablica 4).

Drugi zna€ajan polimorfizam gena MTHFR, MTHFR 1298A>C, proizlazi iz supstitucije
baze adenina u citozin u 7. egzonu, dbSNP rs1801131 [133], rezultiraju¢i zamjenom glutaminske
aminokiseline u alanin (Glu429Ala), na kodonu 429 u C-terminalnoj regulacijskoj domeni proteina.
Heterozigotni nosioci AC pokazuju smanjenje enzimske aktivnosti od 15 %, dok homozigotni
nosioci CC pokazuju smanjenje od 30 % [162]. UCestalost alela MTHFR 1298C je viSa u azijskoj
populaciji (36,0 — 40,0 %) u odnosu na bijelu populaciju (33,0 — 35,0 %) [163].

IstraZivanja polimorfizma MTHFR rs1801131 uglavnom su usmjerena na sinergijsko
djelovanje s polimorfizmom rs1801133, stoga je posebnost meta-analize Yu i suradnika (2017) u
tome $to je to jedina metaanaliza do danas koja se pojedinacno bavila povezano$¢u rs1801131 i
PSG-a. U istrazivanje je uklju¢eno Sesnaest studija sindromskih i nesindromskih PSG-a
objavljenih prije 2014. godine, 2207 sluCajeva i 2364 kontrole. Rezultati ukazuju da genotip CC
ima vecu osjetljivost za PSG za 38 % u usporedbi s AA + AC u cjelokupnoj populaciji. Analiza
podskupina otkrila je da su te povezanosti prisutne kod ispitanilka bez DS-a u genetiCkim
modelima za CC u odnosu na AA, CC u odnosu na AC, te u recesivnom modelu AA + AC [151].

Ranije provedna meta-analiza pokazala je statistiCki znaCajnu povezanost rs1801131 i
PSG-a u pedijatrijskoj populaciji (CC prema AC: p = 0,034; recesivni model p = 0,038), te je
pronadena znacajna asocijacija kod djece bijele populacije (CC prema AC: p = 0,032) [153].
Nadalje, ispitanici koji nose C alel u MTHFR rs1801131 imaju 2,05 — 2,20 puta veci rizik za
konotrunkalne sré¢ane defekte (KSD, engl. conotruncal heart defects — CTDs) (AC prema AA; p =
0,0023; CC prema AA: p = 0,0011) [164].
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Rezultati povezanosti MTHFR rs1801131 i PSG-a kod osoba s DS-om nisu jednoznacni.
IstraZivanja provedena u razli¢itim zemljopisnim podrucjima, nisu utvrdila povezanost rs1801131
i PSG-a kod osoba a s DS-om [47, 158, 159, 160]. Locke i suradnici (2010) utvrdili su ¢e3¢e
nasljedivanje A alela MTHFR rs1801131 u DS osoba s AVSD-om [165].

Hobbs i suradnici (2006) utvrdili su protektivni u€inak rs1801131 za nesindromske PSG u
americkoj populaciji, pri ¢emu se alel 1298C prenosio riede nego sto je oCekivano (p = 0,0013).
Alternativha objadnjenja za protektivni u€inak uklju€uju: (i) neravnotezu polimorfizma rs1801131
s drugim, jo$ neotkrivenim funkcionalnim polimorfizmom u genu MTHFR, (ii) sintezu DNK bez
greSaka uzrokovanu nizom fetalnom aktivno$éu enzima MTHFR, posebno tijekom kardiogeneze
kada je brza i precizna sinteza DNK klju¢na, te (iii) selektivno prezivljavanje alela 1298A [166].
Nadalje, Goldmuntz i suradnici otkrili su da ispitanici s varijantom rs1801131, AC i CC genotipa,

imaju smanjen rizik u odnosu na ispitanike s AA genotipom [167].

1.3.2.1.3. Varijante gena 5-metiltetrahidrofolat-homocistein metiltransferaza reduktaza

Naj¢es¢i polimorfizam gena MTRR, MTRR 66A>G, dovodi do supstitucije isoleucina u
metionin (lle22Met), dbSNP rs1801394 [133], Sto rezultira smanjenom aktivnosti enzima za
remetilaciju homocisteina u metionin [168]. Nalazi se u flavin mononukleotidnoj veznoj domeni
enzima MTRR, koji je u interakciji s MTR, i na taj nac€in remeti veznu domenu MTR-kobalamin-
kompleksa te smanjuje aktivnost enzima i brzinu remetilacije homocisteina [169].

Gaughan i suradnici su utvrdili da rs1801394 AA genotip doprinosi umjerenom povecéanju
razine homocisteina te povecanju rizika od kardiovaskularnih bolesti u usporedbi s GG
homozigotima [170].

UCestalost alela MTRR A66G varira u razli€¢itim populacijama, kao $to je azijska (41,5 —
62,5 %), mjeSovita brazilska (40,0 — 48,0 %), te europska (35,8 — 54,3 %) [171, 172, 173]. Nadalje,
zemljopisna stratifikacija medu pripadnicima bijele rase europskog podrijetla koji ne Zive u Europi
otkriva da je rizik za radanje djeteta s DS-om veci nego li kod pripadnika bijele rase koji zive u
Europi. Medutim, kod stanovnika europskog podrijetla bijele rase koji zive u mediteranskim
regijama nije primije¢en znacajan ucinak. Autori objasnjavaju dobivene rezultate geografskim i
prehrambenim ¢imbenicima koji mogu neutralizirati negativne u€inke varijanti gena [45, 173].

Nakon pocetnog neuspjeha u dokazivanju povezanosti polimorfizama MTRR rs1801394 i
PSG-a u Nizozemskoj populaciji [174, 175], Zeng i suradnici (2011) su prvi put utvrdili zna¢ajan
utjecaj MTRR rs1801394 u razvoju nesindromskih PSG-a, pri ¢emu je utvrden omjer rizika od 1,5
puta [176].
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Meta-analiza provedena 2014. godine, ukljucila je 3592 slu€aja i 3638 kontrola iz osam
studija objavljenih prije 2013. godine. Utvrdila je povezanosti MTRR 1801394 i nesindromskih
PSG-a. Nadalje, rezultati u€inka etniCke pripadnosti otkrili su povezanost izmedu GG genotipa i
PSG-a u Azijata. Razlike u populacijama autori objasnjavaju manjim uzorkom u bijeloj populaciji,
ali i utjecajem genetske pozadine te izlozenos¢u Cimbenicima okolisa medu populacijama [177].

Iste godine provedena meta-analiza Cai i suradnika potvrdila je rs1801394 kao Cimbenik
rizika za sindromske i nesindromske PSG (p = 0,001), dok je povezanost izmedu rs1801394 i
PSG-a pronadena u obje podskupine (kineska (p = 0,001); nekineska (p = 0,031 [161].

Kasnije provedena meta-analiza Xu i suradnika (2018), koja je obuhvatila 17 studija,
pokazala je da polimorfizam rs1801394 predstavlja ¢imbenik rizika za sindromske i nesindromske
PSG u dominantnom, recesivhom, aditivnom i modelu alela. Nadalje, analiza podskupina prema
etni¢koj pripadnosti utvrdila je znacajnu korelaciju rs1801394 s rizikom za PSG kod Azijata.
Prema vrsti PSG-a, rs1801394 je znacajno povezan s rizikom za VSD-a [140], $to ukazuje na
znacajan utjecaj etni¢kog podrijetla na vrste PSG-a u razli¢itim populacijama [169].

Nedavno provedena studija, koja je obuhvatila dvanaest polimorfizama u genu MTRR
majke, pokazala je da je pet od njih (rs1532268, rs1802059, rs2287779, rs16879334 i rs2303080)
Cimbenik rizika za nesindromske PSG kod djece, dok polimorfizam rs1801394 nije identificiran
kao ¢imbenik rizika [169].

Christensen i suradnici (2013) utvrdili su povezanost genotipa MTRR rs1801394 GG i AG
sa smanjenim rizikom za PSG kod djece, posebno za VSD i stenozu aortne valvule [120]. Kasnije
istraZivanje Wang i suradnika potvrdilo je protektivni u€inak polimorfizma rs1801394 za TOF (p =
0,026) i pulmonalnu atreziju PA/VSD (p = 0,021) [164].

Rezultati istraZivanja na uzorku osoba s DS-om nisu jednoznaéni. U istraZivanju koje su
proveli Asim i suradnici (2017), MTRR rs1801394 identificiran je kao ¢imbenik rizika za PSG u
indijskoj populaciji (AG naspram AA; p < 0,001; dominantni model AG + GG naspram AA; p =
0,20) [178]. Povezanost MTRR rs1801394 i PSG-a kod osoba s DS-om nije potvrdena u
ameriCkoj [165] i hrvatskoj populaciji [17].

1.3.2.1.4. Varijante gena DNK metiltransferaza

Metilacija DNK, zajedno s posttranslacijskim modifikacijama histona i utiSavanjem gena
ovisnim o mikroRNK, predstavlja osnovni epigeneticki mehanizam putem kojeg okoliSni Cimbenici
moduliraju ekspresiju gena, neovisno o nukleotidnom slijedu DNK. Ova regulacija je esencijalna
u brojnim staniCnim procesima tijekom normalnog razvoja organizma, ali takoder ima znacajnu

ulogu u razvoju patoloskih procesa u stanici i organizmu [179]. Medutim, dokazi sugeriraju da

17



povezanost metilacije DNK s ekspresijom gena ovisi o lokaciji metilacije unutar sekvence gena.
Metilacija DNK u promotorskoj regiji gena dovodi do smanjene ekspresije, dok metilacija u samom
genu, odnosno transkripcijskoj jedinici gena potiCe ekspresiju gena [13, 180, 181, 182]. Geni koji
su stalno aktivni, poznati kao kuc¢epaziteljski geni (engl. housekeeping genes), ostaju nemetilirani
jer su Kljuéni za normalno funkcioniranje stanice. Obrasci metilacije DNK variraju ovisno o
razvojnom stupnju i tipu tkiva [183, 184, 185].

Kao sto je prethodno istaknuto, ciklus folata i ciklus metionina su dva klju¢na procesa u
sintezi i prijenosu metilnih skupina, koji su od vitalnog znacaja za reakcije metilacije. Prilikom
dodavanja metilne skupine s donora SAM-a, koji hastaje u ciklusu metionina, na peti ugljikov atom
nukleotida citozina, formira se 5-metilcitozin (engl. 5-methylcytosine, 5mC). Metilirani citozin je
sastavni dio CpG (engl. cytosine-phosphate-guanine) dinukleotida, koji se naj¢es$¢e nalaze u
promotorskim regijama gena. Osim toga, viSestruki uzastopni CpG dinukleotidi formiraju CpG
otoke (engl. CpG islands, CGIls), koji se nalaze ne samo u promotorskim regijama, ve¢ i drugdje
u ljudskom genomu [186]. DNK metiltransferaze su enzimi koji sudjeluju u metilaciji 5mC, a
obrasci metilacije DNK uspostavljaju se tijekom embriogeneze putem de novo DNMT3A i
DNMT3B. Odrzavanje uzoraka metilacije kroz sukcesivne stani¢ne diobe omogucuje DNMT1,
koja katalizira replikaciju metilacijskin obrazaca iz kalupa u novosintetizirane DNK lance nakon
replikacije DNK. U nedostatku aktivnosti odrzavanja, oznake metilacije postupno se brisu tijekom
stani¢nih dioba, proces poznat kao 'pasivha demetilacija’ (za razliku od aktivhog uklanjanja
oznaka metilacije ¢imbenicima demetilacije). Osim svoje uloge u uspostavijanju de novo
metilacijskih uzoraka, DNMT3A i DNMT3B takoder mogu sudjelovati u odrZzavanju metilacije, bilo
izravno ili putem ocCitavanja aktivnosti DNMT1 [179, 187].

Chowdhury i suradnici (2011) su utvrdili razlike u obrascu metilacije majki djece s
nesindromskim PSG-ma, pri ¢emu je u ispitivanoj skupini primije¢ena hipermetilacija na vecini
razli¢ito metiliranih lokusa [188]. Nadalje, metilacija DNK ima kljuénu ulogu u ekspresiji gena
relevantnih za kardiogenezu [185, 188, 189]. Chamberlain i suradnici analizirali su status
metilacije DNK tijekom kardiogeneze u animalnom modelu te su utvrdili viSe od 50 % promjena u
statusu metilacije gena koji su uklju€eni u razvoj srca i rast sr¢anog tkiva [20].

Nedavno istrazivanje Mouat i suradnika (2023) identificiralo je i karakteriziralo razlike u
metilaciji DNK u novoroden¢adi s DS-om i PSG-om. Utvrdena je globalna hipometilacija CpG
dinukleotida kod novorodencadi muskog spola s DS-om i i PSG-om [190]. NiZa globalna CpG
metilacija u uzorku mrlja sasuSene krvi (NDBS, engl. newborn dried blood spots) i visoki udio
crvenih krvnih stanica s jezgrom (nNRBC, engl. nucleated red blood cells) su moguca objasnjenja

dobivenih rezultata. Prethodna istraZivanja sugeriraju snaZan utjecaj proporcija nRBC-a na
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globalnu metilaciju DNK u DS novorodencadi, $to je povezano s fetalnom hipoksemijom
uzrokovanom poviSenim eritropoetinom [191, 192]. Visoki udjeli nRBC-a ¢e&¢i su kod osoba s
PSG-om, osobito u DSPSG+, zbog uo€enih abnormalnosti posteljice u fetusa s trisomijom 21.
Rezultati istraZivanja podupiru hipotezu da epigenetika moZe odrazavati varijabilnost fenotipova
kod osoba s DS-om, posebno u vezi s prirodenim sr¢anim greSkama [190].

Studija Fang i suradnika (2021) pokazala je da Dnmtl utjeCe na kardiomiocite u
embrionalnom razvoju, reguliraju¢i metilaciju DNK, ekspresiju gena i funkcije stanica. Studija
sugerira da smanjena ekspresija Dnmtl i posljedi¢na hipometilacija DNK mogu imati potencijalni
zastitni ucinak protiv patoloskih sréanih promjena [193]. Nadalje, istrazivanja na
eksperimentalnim organizmima pokazuju da su Dnmt3a i Dnmt3b ukljuene u reprogramiranje
metilacije DNK tijekom diferencijacije kardiomiocita [20, 194]. Joshi i suradnici (2022) su otkrili
znacajno smanjene razine ekspresije DNMT3A i 3B u pacijenata s PSG-om, dok ekspresija
DNMTL1 i MBD2 (engl. methyl-CpG binding domain protein 2) nije pokazala znacajne razlike [195].
Studije su pokazale da smanjena aktivnost DNMT3A povezana s hipometilacijiom DNK moze
doprinijeti patologiji srca [196], dok je prekomjerna ekspresija DNMT3A povezana s sréanom
fibrozom [197].

Varijante gena DNMT, ukljuuju¢i DNMT1 (rs2228611), DNMT3A (rs1550117) i DNMT3B
(rs1569686; rs2424913), prepoznate su kao rizi¢ni ili protektivni imbenici za razliita stanja ili
bolesti [198, 199, 200, 201, 202, 203].

Varijanta gena DNMT1 +32204 A>G supstitucija (dbSNP rs2228611) smjestena u egzonu
17, ima potencijalnu regulatornu ulogu u alternativnom spajanju i rezultira sinonimnom varijantom
na aminokiselini 463 (prolin u prolin) [133, 204, 205]. Varijanta DNMT3A (dbSNP rs1550117)
nalazi se uzvodno od mjesta poCetka transkripcije na -448 (A>G supstitucija) paru baza regije
promotora, znacajno smanjuje transkripcijsku aktivhost gena DNMT3A, Sto rezultira smanjenom
regulacijom ekspresije DNMT3A [133, 206]. Dva polimorfizma DNMT3B, (dbSNP rs1569686 i
rs2424913), nalaze se uzvodno od mjesta poletka transkripcije na -579 (G>T supstitucija)
odnosno -149 (C>T supstitucija) paru baza regije promotora [133, 207]. Alel T rs2424913
povecCava aktivnost promotora za 30% [208, 209] i utjeCe na mjesto vezivanja miRNA [210].
Funkcionalna uloga DNMT3B rs1569686 do danas nije u potpunosti razjasnjena, ali in silico
analize ukazuju na moguci utjecaj T alela na aktivnost vezanu uz nekoliko transkripcijskih faktora
[210].

U jednom od rijetkih istrazivanja koja su istrazivala povezanost varijanti gena DNMT1 s
PSG-ma, Wang i suradnici (2015) istrazivali su povezanost Cetiri polimorfizma DNMTL1:
rs16999593, rs2228612, rs2288349 i rs10420321. Potvrdili su povezanost DNMT1 rs16999593,
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rs2228612 irs10420321 s rizikom za razvoj PSG-a [196]. Nadalje, Lei i suradnici (2017) istrazivali
su povezanost varijanti u genu DNMT1 (rs16999593, rs16999358, rs2228611) i DNMT3A
(rs2276599 i rs2276598) s transpozicijom velikih arterija (TGA, engl. transposition of the great
arteries). Utvrdili su da su spol i rs16999358 neovisni ¢imbenici rizika za kompletnu TGA, dok je
genotip rs16999593 CT prepoznat kao protektivni Cimbenik [211]. Lyu i suradnici (2020) utvrdili
su povezanost DNMT3A rs 11892646 s razvojem konotrunkalnih sréanih defekata [212].

Smanjena ekspresija DNMT1 i DNMT3B takoder je povezana s patogenezom TOF-a
[213]. Istrazivanje koje su proveli Noori i suradnici (2020) u jugoisto€nom lIranu otkrilo je da
GATA4 (engl. GATA binding protein 4) rs4841587 TG genotip pokazuje povezanost s VSD-om,
dok se DNMT1 rs6999593 AG genotip povezuje s VSD-om i TOF-om u pacijenata s
nesindromskim PSG-ma [214].

Medu pretilim zenama, dojen¢ad s DNMT3B rs6058893 AG genotipom imala su 1,73 puta
veéi rizik za razvoj opstruktivnog sréanog defekta (OHD, engl. Obstructive Heart Defects) u
usporedbi s GG genotipom. Nasuprot tome, medu zenama normalne tjelesne tezine, dojencad s
rs6058893 AG genotipom imala su smanijeni rizik od OHD u usporedbi s dojen&adi Zena normalne
tjelesne tezZine koje su nosile GG genotip [215].

Varijante gena DNMT predstavljaju rizik za razliCite kardiovaskularne bolesti, pri Cemu
DNMT1 rs2228611 predstavlja ¢imbenik rizika za razvoj esencijalne hipertenzije kod muskaraca
[216], dok se DNMT3B rs1569686 povezuje s koronarnom restenozom. DNMT3B rs1569686 TT
genotip bio je eS¢ medu bolesnicima mladima od 65 godina i u podskupini bolesnika koji su imali

restenozu nakon 12 mjeseci [135].
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Varijante gena metabolizma folata i metionina mogu utjecati na obrazac metilacije DNK.
Izmijenjeni obrazac metilacije gena koji sudjeluju u kardiogenezi moze biti potencijalni ¢imbenik
rizika za razvoj PSG-a.

Stoga je temeljna pretpostavka ovog retrospektivnog istrazivanja da polimorfizmi jednog
nukleotida gena MTHFR, MTRR i DNMT pojedinaéno ili u kombinaciji, predstavljaju
predisponiraju¢e Cimbenike za razvoj prirodenih sréanih greSaka kod osoba s Downovim
sindromom.

Osnovni cilj istrazivanja je istraziti postoji li povezanost izmedu polimorfizama jednog
nukleotida gena MTHFR rs1801133, MTHFR rs1801131, MTRR rs1801394, DNMT1 rs2228611,
DNMT3A rs1550117, DNMT3B rs1569686 i DNMT3B rs2424913 s razvojem prirodenih sréanih

greSaka kod osoba s Downovim sindromom, pojedinac¢no ili u kombinaciji.

Specifiéni ciljevi istrazivanja:

1. odrediti distribuciju i u€estalost genotipova i alela polimorfizama jednog nukleotida gena
MTHFR rs1801133, MTHFR rs1801131, MTRR rs1801394, DNMT1 rs2228611, DNMT3A
rs1550117, DNMT3B rs1569686 i DNMT3B rs2424913 u svih ispitanika,

2. utvrditi povezanost genotipova i alela polimorfizama jednog nukleotida gena MTHFR,
MTRR i DNMT (pojedinacno i/ili u kombinaciji) s predispozicijom za prirodene sréane
greSke u svih ispitanika i

3. utvrditi povezanost genotipova i alela polimorfizama jednog nukleotida gena MTHFR,
MTRR i DNMT (pojedinacno i/ili u kombinaciji) s vrstom prirodene sréane greSke i spolom

kod osoba s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom.
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3. ISPITANICI | METODE
3.1. Vrsta istrazivanja, skupine ispitanika, prikupljanje materijala

Ispitanici za ovo retrospektivno istraZivanje prikupljeni su u okviru znanstveno-istraZivackog
projekta “GenetiCki i epigeneti¢ki Cimbenici u etiologiji prirodenih sréanih greSaka u osoba sa
sindromom Down" (918.10.0230/uniri.-biomed 18-120). Informirani pristanak za sudjelovanje u
projektu dalo je 270 roditelja ili staratelja osoba s DS-om kojima je citogenetiCkom analizom
utvrdena trisomija kromosoma 21.

U ovom retrospektivhom istrazivanju koristeni su uzorci genomske DNK, koja je izolirana iz
stanica limfocita periferne krvi i epitela bukalne sluznice, prema standardnom protokolu
proizvodaca (Qiagen FlexiGene® DNA Kit (250), Qiagen GmbH, Hilden, Njemacka i QlAamp®
DNA Mini Kit (50), Qiagen GmbH, Hilden, Njemacka) te je uskladistena na -20°C u Tris-EDTA
(engl. ethylenediamine tetra-acetic acid, EDTA) puferu na Zavodu za medicinsku biologiju i
genetiku, Medicinskog fakulteta, Sveucilista u Rijeci. Koncentracija i ¢isto¢a izolirane genomske
DNK odredene su spektrofotometrom (Thermo Scientific BioMate 3, Thermo Electron Scientific
Instrument Corporation, Madison, SAD).

U istrazivanje je ukljuCeno 258 ispitanika podijeljenih u dvije skupine na temelju prisutnosti
PSG-e. Osnovni kriterij za uklju€ivanje ispitanika u ovo istraZivanje bila je kvaliteta izolirane DNK
Cija je Cistoca bila u rasponu od A 260/280 =1,7 do 1,9 te koncentracija.

U prvu skupinu uklju¢eno je 134 osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom
greSkom (DSPSG+), dok je u drugu, kontrolnu skupinu, uklju¢eno 124 osobe s Downovim
sindromom, ali bez prirodene sréane greske (DSPSG-). Dodatno, svi ispitanici u skupini DSPSG+
osim kariotipa imali su i potvrdenu PSG-u, ultrazvukom pri rodenju. Vazno je naglasiti da, bududi
da je ovo istrazivanje fokusirano na prirodene sréane greske, ispitanici nisu bili uskladeni prema
dobi.

3.2. Metode
3.2.1. Molekularno-geneti¢ka analiza

Na Zavodu za medicinsku biologiju i genetiku Medicinskog fakulteta Sveucilista u Rijeci
provedena je molekularno-geneticka analiza varijanti gena MTHFR, MTRR i DNMT. Za
utvrdivanje SNP-ova gena MTHFR 677C>T (rs1801133) i MTHFR 1298A>C (rs1801131), MTRR
66A>G (rs1801394), DNMT1 +32204A/G (rs2228611), DNMT3A -448A/G (rs1550117),
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DNMT3B -579G/T (rs1569686) i DNMT3B -149C/T (rs2424913) primijenjena je metoda
polimorfizma duzine restrikcijskih fragmenata (PCR-RFLP, engl. restriction fragment length
polymorphism), koja ukljuCuje lan€anu reakciju polimerazom (PCR, engl. polymerase chain
reaction) i naknadnu restrikciju s odgovarajuéim restrikcijskim enzimima. UmnoZavanje ciljnih
fragmenata molekule DNK provodilo se u termociklerima (Mastercycle personal, Eppendorf,
Hamburg, Njemacka i 2720 Thermal Cycler, Applied Biosystems, Carlsbad, CA, SAD). Nakon
PCR reakcije, PCR produkti su cijepani odgovaraju¢im restrikcijskim endonukleazama prema
uputama proizvodaca (New England Biolabs, Ipswich, MA, SAD).

Tablica 6 prikazuje polimorfizme jednog nukleotida istrazivanih gena, sljedove nukleotida
pocCetnica, uvjete PCR reakcija, veli¢ine PCR produkata, vrste restrikcijskin enzima, uvjete
restrikcije i veli€ine restrikcijskin fragmenata za analizu polimorfizama gena MTHFR, MTRR i
DNMT. Tablice 7 i 8 prikazuju sadrzaj reakcijskih PCR i restrikcijskih smjesa za svaki polimorfizam
pojedina¢no. Za razdvajanje dobivenih PCR produkata i restrikcijskin fragmenata koriStena je
metoda elektroforeze na 3 % agaroznom gelu u koji je dodano 2 uL bromofenol plave boje (engl.
brom phenol blue, BPB) i 8uL PCR produkta, u trajanju od 60 minuta na 80V.

Rezultati su vizualizirani pod ultraljubic¢astim svjetlom transiluminatora (Uvitec, Cambridge, UK).
Za odredivanje veli¢ine PCR produkata i restrikcijskih fragmenata primjenjivao se DNK standard
velicine 50 bp ili 100 bp. KoriStene su negativne kontrole kako bi se provjerila eventualna
kontaminacija PCR reakcijske smjese. Radi provjere vjerodostojnosti rezultata, nasumicno je

ponovljeno 10 % svih uzoraka.
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Tablica 6. Opis polimorfizama, po€etnica, uvjeta PCR i restrikcijskih reakcija, velicCina PCR produkata i restrikcijskih fragmenata u

analizi polimorfizama gena MTHFR, MTRR i DNMT

Pollm:rr]félizam Uzvodna pocetnica Uvieti PCR PCR Restrikcijski enzimi
9 Nizvodna pocetnica jeu v Produkt Uvijeti restrikcije Reference
(dbSNP rs) reakcije (bp) Restrikcijski fragmenti (bp)
Pozicija P : 9 P
23A7T7}2:EF; 94 °C (2 min) 37 °cH/Ir11ﬂ5 min
11801133 5TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGAZ’ 40x: 94 °C (30s), 62 °C (30s), 72 198 C alel: 198 [217]
5’AGGACGGTGCGGTGAGAGTG3’ °C (30s) L
egzon o . T alel: 1751 23
K 72 °C (7 min)
romosom 1
YRS 92 °C (2 min) Mbo Il
151801131 5’ CTTTGGGGAGCTGAAGGACTACTAY 40x: 92 °C (60s), 56 °C (60s), 72 163 37 °C / preko noci [217]
egzon 5’'CACTTTGTGACCATTCCGGTTTG3 °C (30s) A alel: 56, 31/30, 28, 18
kromosom 1 72 °C (7 min) C alel: 84, 31/30, 18
MTRR . Afl I
92 °C (2 min) o .
e 5CAGGCAAAGGCCATCGCAGAAGACATS' 35x: 92 °C (60s), 56 °C (60s), 72 150 87 E 5/1 |2|r_e'1‘gon°c' 18]
5’'CACTTCCCAACCAAAATTCTTCAACG3’ °C (90s) RPN
egzon o . G alel: 123 27
K 72 °C (7 min)
romosom 5
+32§8T&/G 94 °C (5 min) BcoDI
152228611 5-GTACTGTAAGCACGGTCACCTG-3 35x: 94 °C (30s), 55 °C (30s), 72 261 37 °C /30 min [219]
ea0zon 5-TATGTTGTCCAGGCTCGTCTC-3’ °C (30s) A alel: 232 28
‘ 9 72 °C (5 min) G alel: 108, 124 i 28
romosom 19
a’:{g’ll—ig 94 °C (5 min) HpyCH4lll
1s1550117 5-ACACACCGCCCTCACCCCTT-3’ 35x: 94 °C (30s), 55 °C (45s), 72 358 37 °C /60 min [220]
romotor 5-TCCAGCAATCCCTGCCCACA-3’ °C (30s) A alel: 246, 87 i 24
p 72 °C (5 min) G alel: 152, 94, 87 i 24
kromosom 2
579G 94 C (5 min) 57-C )30 min
151569686 5-GAGGTCTCATTATGCCTAGG-3 35x: 94 °C (30s), 49 °C (30s), 72 205 T alel 132 93 [221]
5-GGGAGCTCACCTTCTAGAAA-3’ °C (30s) o
promotor o . G alel: 225
72 °C (5 min)
kromosom 20
O o 94 °C (5 min) Avill
152424913 5-TTGTCCTGAAGCTGGCTACC-3' 35x: 94 °C (30s), 54 °C (30s), 72 431 37 °C /60 min [199]
promotor 5-ACCAGGAGAGAAGCCAACAG-3' °C (30s) C alel:
Kromosom 20 72 °C (5 min) T alel:

MTHFR — metilentetrahidrofolat reduktaza; MTRR — 5-metiltetrahidrofolat-homocistein metiltransferasa reduktaza; DNMT — DNA metiltransferaze; PCR — lan¢ana
reakcija polimerazom; RFLP — polimorfizma duljine restrikcijskih fragmenata; bp — bazni parovi
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Tablica 7. Sadrzaj PCR reakcijskih smjesa za analizu polimorfizama gena MTHFR, MTRR i

DNMT

Sadrzaj PCR MTHFR MTHFR MTRR DNMT1 DNMT3A DNMT3B DNMT3B
reakcijske smjese | rs1801133 | rs1801131 | rs1801394 | rs2228611 | rs1550117 | rs1569686 | rs2424913
10 x PCR pufer 1,5 15 1,5 1 1,5 15 1

25 mM MgCl 15 1,8 0,9 0,6 0,3 0,9 0,3

2 mM dNTP 0 0 0 0,3 0,45 0,45 0,3
10 mM dNTP 0,3 0,15 0,06 0 0 0 0
DMSO 0 0 0 0 1,5 0 0
uzvodna 0,75 0,6 0,27 0,1 0,15 0,15 0,1
pocCetnica

nlzyodna 0,75 0,6 0,27 0,1 0,15 0,15 0,1
pocetnica

Tag DNK 0,15 0,15 0,07 0,1 0,15 0,15 01
polimeraza

Bidest”irana Voda 9,55 9,7 11,43 7,3 10,3 11,2 7,6
DNK 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
PCR reakcijska 15 uL 15 uL 15 pL 10 pL 15 pL 15 uL 10 uL
smjesa (V)

PCR - lanana reakcija polimerazom; MTHFR — metilentetrahidrofolat reduktaza; MTRR — 5-metiltetrahidrofolat-
homocistein metiltransferasa reduktaza; DNMT — DNK metiltransferaze; MgCl — Magnezijev klorid; dNTP —

Deoksinukleotid; DMSO — Dimetilsulfoksid; DNK — deoksiribonukleinska kiselina

Tablica 8. Sadrzaj reakcijskih smjesa za restrikciju polimorfizama gena MTHFR, MTRR i DNMT

smjesa (V)

Sadrzaj smjesaza | MTHFR MTHFR MTRR DNMT1 DNMT3A | DNMT3B | DNMT3B
restrikciju rs1801133 | rs1801131 | rs1801394 | rs2228611 | rs1550117 | rs1569686 | rs2424913
*Enzim 0,2 0,64 0,4 0,3 0,2 0,15 0,2
CutSmart pufer 2 2 0 3 2 1,5 2
NEBuffer 3 0 0 2,0 0 0 0 0
Bidestilirana voda 7,8 7,36 7,6 11,7 7,8 8,35 12,8
PCR produkt 10 10 10 5 10 10 5
restrikcijska 20 uL 20 uL 20 uL 20 uL 20 uL 20 uL 20 uL

PCR - lanana reakcija polimerazom; MTHFR — metilentetrahidrofolat reduktaza; MTRR — 5-metiltetrahidrofolat-
homocistein metiltransferasa reduktaza; DNMT — DNK metiltransferaze
"Pogledati tablicu 6. nazivi restrikcijskih enzima
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3.2.2. Eti€ki aspekti istrazivanja

IstraZivanje je provedeno kao retrospektivna studija u skladu s etiCkim smjernicama koje
imaju za cilj osigurati pravilno provodenje istrazivanja i sigurnost ispitanika. Istrazivanjem je
osigurano postivanje temeljnih etiCkih i bioetiCkih principa — osobni integritet (autonomnost),
pravednost, dobrocinstvo i neSkodljivost kao i onih iz njih izvedenih (privatnost, povjerenje) — u
skladu s Nurnberskim kodeksom (engl. Nuremberg Code) [222] i Helsinskom deklaracijom (engl.
Declaration of Helsinki) [223] te ostalim mjerodavnim dokumentima. Tijekom istrazivanja koristeni
su uzorci DNK prikupljeni u sklopu znanstveno-istrazivackog projekata “Geneticki i epigeneticki
Cimbenici u etiologiji prirodenih sréanih greSaka u osoba sa sindromom Down"
(918.10.0230/uniri.-biomed 18-120) koji su pohranjeni na Zavodu za medicinsku biologiju i
genetiku, Medicinskog fakulteta Sveudilista u Rijeci. Svi medicinski podaci i humani materijal
prikupljeni su u skladu s etickim i bioetiCkim principima, pri ¢emu je svaki ispitanik, odnosno
njegovi roditelji/staratelji, upoznat sa svrhom i metodologijom istrazivanja, i tek tada su dali
pristanak za sudjelovanje u istrazivanju, kao i suglasnost za koristenje pohranjene krvi i DNK
uzorka. Znanstveno-istrazivacki projekt 'Geneticki i epigeneticki Cimbenici u etiologiji prirodenih
sr€anih greSaka u osoba sa sindromom Down' (918.10.0230/uniri.-biomed 18-120) odobren je od
strane Eti¢kog povjerenstva Klinickog bolnickog centra Rijeka (Klasa: 003-05/20-1/09; Urbroj:
2170-29-02/1-20-1) i Medicinskog fakulteta u Rijeci (Klasa: 003-08/19-01/114; Urbroj: 2170-24-
09-8-19-2). Tijekom istrazivanja osigurana je privatnost (profesionalna tajna) ispitanika uklju¢enih

u istrazivanje i zastita tajnosti podataka.

3.3. StatistiCka obrada podataka

U statistiCkoj obradi podataka koridteni su racunalni programi Statistica za Windows,
verzija 13.3 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, SAD) i MedCalc za Windows [224], verzija 14.12.0, za
statistiCku obradu podataka. Za izra€un statistiCke snage testa koristen je alat ClinCalc LLC [225].
Testiranje Hardy-Weinbergove ravnoteze (engl. Hardy—Weinberg Equilibrium, HWE) za
oCekivane frekvencije genotipova izracunata je pomocu online slobodno dostupnog kalkulatora
(https://wpcalc.com/en/equilibrium-hardy-weinberg/) . Demografski i kliniCki podaci su opisani
deskriptivnom statistikom, ukljuujuéi apsolutne i relativne frekvencije za kategoriCke varijable, te
prikladne mjere srediSnjice i rasprSenja za numeriCke varijable. Normalnost distribucije
procijenjena je Kolmogorov-Smirnovljevim testom. Razlike u ucestalosti odabranih SNP-ova gena
MTHFR, MTRR i DNMT analizirane su koriStenjem Pearsonovog hi-kvadrat (x2) testa i

Fischerovog egzaktnog testa. Za analizu genetiCke povezanosti genotipova, alela i genetickih
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modela (dominantn, recesivni, kodominantni model) s predispozicijom za PSG koridteni su omjeri
izgleda (engl. odds ratio, OR) i pripadaju¢i 95 %-tni intervali pouzdanosti (engl. confidence

intervals, Cl). Statisticka znaCajnost postavljena je na razinu p < 0,05 za sve analize.
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4. REZULTATI

U tablici 9 prikazani su demografski podaci za DSPSG+ ispitivanu i DSPSG- kontrolnu
skupinu ispitanika, te raspodjela vrsta PSG-a prema spolu u DSPSG+ skupini. IstraZzivanje je
uklju€ilo 134 osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom (DSPSG+), od kojih
je 69 muskaraca i 65 Zena, s rasponom dobi od 0 do 27 godina. Takoder, ukljuéeno je 124 osobe
s Downovim sindromom bez prirodene sréane greSke (DSPSG-), medu kojima su 71 muskarac i
53 zene, s rasponom dobi od 0 do 55 godina. Najces¢ée vrste PSG-a bile su ASD: 36,57 %, nakon
Cega slijede VSD: 23,13 % i AVSD 23,13 %. Ostali fenotipovi PSG-a bili su zastupljeni u manjem
postotku. Nije uoCena statistiCcki znaCajna razlika prema spolu ispitanika u kontekstu vrste
prirodene sréane greske.

Tablica 9. Demografski podaci DSPSG+ (N=134) i DSPSG- (N=124) skupine i raspodjela vrsta
PSG-a prema spolu u DSPSG+ skupini

Ispitanici DSPSG+ DSPSG- Ukupno
N (%) N (%) N (%)
134 (51,94) 124 (48,06) 258 (100)
Spol p
Mtjékarci 69 (51,49) 71 (57,26) 140 (54,26) 0.353
Zene 65 (48,51) 53 (42,74) 118 (45,74)
Starosna dob Medijan (raspon)
2(0-27) 2,5 (0 -55)
Vrsta prirodene sréane greske II\DAiéPkSaC?; D822§3+ Ukupno p
N (%) N (%) N (%)
Atrijski septalni defekt 24 (34,78) 25 (38,46) 49 (36,57) 0,659
Ventrikularni septalni defekt 18 (26,09) 13 (20,00) 31 (23,13) 0,404
Atriventrikularni septalni defekt 14 (20,29) 17 (26,15) 31(23,13) 0,421
Fallotova tetralogija 3 (4,35) 1(1,54) 4 (2,99) 0,340
Prirodene malformacije velikih arterija 4 (5,80) 3 (4,62) 7 (5,22) 0,759
Ostalo* 6 (8,70) 6 (9,23) 12 (8,96) 0,913
Ukupno 69 (51,49) 65 (48,51) 134 (100)

DSPSG* osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom; DSPSG" osobe s Downovim sindromom bez prirodene

sréane greske; p p — vrijednost; *kombinacije razli¢itih vrsta prirodenih sréanih gre$aka
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4.1. Analiza genotipova i alela gena MTHFR, MTRR i DNMT, pojedinaéno i u kombinaciji

Molekularno-geneti¢ku analizu polimorfizama nije bilo moguce provesti kod 5 % (258/270)
odabranih ispitanika, najvjerojatnije zbog degradacije DNK ¢ija je koncentracija i €isto¢a bila
zadovoljavajuéa prilikom odabira. Konkretno, analiza za MTRR rs1801394 nije provedena kod
jednog ispitanika (1/258), za DNMT1 rs2228611 kod devet ispitanika (9/258), za DNMT3A
rs1550117 kod trinaest ispitanika (13/258), te za DNMT3B rs1569686 (4/258) i rs2424913
(18/258) kod Cetiri odnosno osamnaest ispitanika.

Distribucija i uCestalost genotipova i alela varijanti gena MTHFR rs1801133, MTHFR
rs1801131, MTRR rs1801394, DNMT1 rs2228611, DNMT3A rs1550117, DNMT3B rs1569686 i
rs2424913 u ispitivanoj i kontrolnoj skupini prikazana je u tablici 10.

Ucestalost i distribucija genotipova i alela za istrazivane varijante gena prema Hardy-
Weinbergovoj jednadzbi bile su u genetickoj ravnotezi, osim u dva slu€aja: MTHFR rs1801131 u
kontrolnoj skupini (p = 0,004) i DNMT1 rs2228611 u ispitivanoj skupini (p = 0,004). Konkretno, za
varijante gena, p-vrijednosti su bile sljedece:

e MTHFR rs1801133 u DSPSG+ skupini p = 0,277, a u DSPSG- skupini p = 0,689;
e MTHFR rs1801131 u DSPSG+ skupini p = 0,053;

e MTRR rs1801394 u DSPSG+ skupini p = 0,543, a u DSPSG- skupini p = 0,068;

e DNMT1rs2228611 u DSPSG- skupini p = 0,130;

e DNMT3A rs1550117 u DSPSG+ skupini p = 0,958, a u DSPSG- skupini p = 0,763;
e DNMT3B rs1569686 u DSPSG+ skupini p = 0,682, a u DSPSG- skupini p = 0,189;
e DNMT3B rs2424913 u DSPSG+ skupini p = 0,083, a u DSPSG- skupini p = 0,063.

U skupini DSPSG+ utvrdena je statistiCki znacajno veca ucestalost MTHFR rs1801131
AA genotipa (p = 0,047) te rizicnog DNMT3B rs2424913 TT genotipa (p = 0,019). Dok je u skupini
DSPSG- utvrdena znacajno vecéa ucestalost DNMT3B rs2424913 CT genotipa (p = 0,021). Za
ostale istrazivane genotipove i alele nije utvrdena statistiCki znacajna razlika izmedu ispitivanih
skupina (p > 0,05) (tablica 10).
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Tablica 10. UCestalost genotipova i alela varijanti gena MTHFR, MTRR i DNMT u ispitanika
(N=134) i kontrola (N=124)

DSPSG+ DSPSG-
N (%) (N%) @ b
N cc 51 (38,1) 58 (46,7) 2,00 0,157
S cT 68 (50,7) 55 (44,4) 1,05 0,304
™ (3]
o | o T 15 (11,2) 11 (8,9) 0,39 0,536
—
& | _ 170 (63,4) 171 (69,9)
S |3 1,75 0,186
x = & T 98 (36,6) 77 (31,1)
T
E N AA 76 (56,7) 55 (44,4) 3,94 0,047
o E AC 55 (41,1) 65 (52,4) 3,35 0,067
— (0]
= > cc 3(2.2) 4(3,2) 0,24 0,457
[¢6]
< _ A 207 (77,2) 175 (70,6)
= 3 2,98 0,084
© C 61 (22,8) 73 (29,4)
N AA 32 (24,1) 23 (18,5) 1,16 0,282
3 B AG 70 (52,6) 72 (58,1) 0,77 0,381
[ ™ Q
i = > GG 31(23,3) 29 (23,4) 0,01 0,928
[¢6]
= a _ A 134 (50,4) 118 (47,6)
= 3 0,40 0,526
© G 132 (49,6) 130 (52,4)
N AA 31 (24,0) 38 (31,7) 181 0,179
. - B AG 80 (62,0) 66 (55,0) 1,26 0,262
O (0]
g ® > GG 18 (14,0) 16 (13,3) 0,02 0,887
pd N
a o _ A 142 (55,0) 142 (59,2)
= 3 0,86 0,352
© G 116 (45,0) 98 (40,8)
AA 1(0,8) 1(0,8) 0,00 0,737
o
< N g AG 21 (16,7) 17 (14,3) 0,27 0,607
™ — o
= 3 ) GG 104 (82,5) 101 (84,9) 0,24 0,621
[Te]
8 < A 23 (10,0) 19 (8,0)
= 5 0,20 0,651
T G 229 (90,0) 219 (92,0)
N GG 50 (38,5) 45 (36,3) 0,13 0,721
© S TG 63 (48,5) 65 (52,4) 0,40 0,528
()
S 5 5y 17 (13.0) 14 (11.3) 0.19 0,664
[Te]
< _ G 163 (63,0) 155 (63,0)
) - 9 0,00 0,964
i © T 97 (37,0) 93 (38,0)
= N cc 41 (33,1) 35 (30,2) 0,23 0,630
[a) S
g 5 cT 52 (41,9) 66 (56,9) 5,37 0,021
o (4]
N o T 31 (25,0) 15 (12,9) 5,63 0,018
<
o _ C 134 (54,0) 136 (59,0)
= o] 1,03 0,311
© T 114 (46,0) 96 (41,0)

DSPSG+ osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom; DSPSG- osobe s Downovim sindromom bez prirodene
sréane greSke; x2 — Hi-kvadrat test; p p — vrijednost; MTHFR — metilentetrahidrofolat reduktaza; MTRR — 5-metiltetrahidrofolat-
homocistein metiltransferasa reduktaza; DNMT — DNK metiltransferaza
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Utvrdena je statistiCki znaCajna razlika u raspodjeli u€estalosti kombinacija genotipova
polimorfizama DNMT3B rs2424913 TT i MTHFR rs1801133 CT (tablica 11) DNMT3B rs2424913
TT i MTHFR rs1801131 AA (tablica 12), DNMT3B rs2424913 TT i MTRR rs1801394 AG (tablica
13), DNMT1rs2228611 AG i MTHFR rs1801131 AA (tablica 14), MTHFR rs1801133 CT i MTHFR
rs1801131 AA (tablica 15), te MTHFR rs1801131 AA i MTRR rs1801394 AA (tablica 16) u DSPG+

skupini u odnosu na DSPG- skupinu.

Tablica 11. Ucestalost kombinacije genotipova DNMT3B rs2424913 i MTHFR rs1801133 u
ispitanika (N=124) i kontrola (N=116)

DNMT3B MTHFR
rs2424913 | rs1801133

Genotip DEFEOS/SJ’ DS'?OSA)?' OR (95% CI) D
cc cc 17 (13,71) | 13 (11,21) 1,26 (0,58 — 2,2) 0,559
cc cT 20 (16,13) | 19 (16,38) 0,98 (0,49 — 1,95) 0,958
cc T 4 (3,23) 3(2,59) 1,26 (0,27 - 5,73) 0,769
CT cc 23 (18,55) | 31(26,72) 0,62 (0,34 1,15) 0,131
cT cT 21 (16,94) | 27 (23,28) 0,67 (0,36 — 1,27) 0,221
cT T 8 (6,45) 8 (6,90) 0,93 (0,34 - 2,57) 0,890
T cc 8(6,45 | 10(8,62) 0,73 (0,28 — 1,92) 0,525
T cT 21(16,94) | 5 (4,31) 4,53 (1,65 — 12,45) 0,003
T T 2 (1,61) 0 (0,00) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
UKUPNO 124 116

DNMT — DNK metiltransferaza; DSPSG+ osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom; DSPSG- osobe s Downovim
sindromom bez prirodene sréane greSke; MTHFR — metilentetrahidrofolat reduktaza; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti
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Tablica 12. UCestalost kombinacije genotipova DNMT3B rs2424913 i MTHFR rs1801131 u

ispitanika (N=124) i kontrola (N=116)

DNMT3B MTHFR
152424913 | rs1801131

Genotip DEP(;S* DSF(’OSA)?' OR (95% Cl) b
cc AA 23 (18,55) | 15 (12,93) 1,53 (0,76 - 3,11) 0,236
cc AC 16 (12,90) | 20 (17,24) 0,71 (0,35 — 1,45) 0,348
cc cc 2(L61) | 0(0,00) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
cT AA 28 (22,58) | 32 (27,59) 0,77 (0,43 — 1,38) 0,371
cT AC 23 (18,55) | 31 (26,72) 0,62 (0,34 — 1,15) 0,131
cT cC 1081) | 3259 0,31 (0,03 — 2,98) 0,309
T AA 21(16,94) | 5 (4,31) 4,53 (1,65 — 12,45) 0,003
T AC 10 (8.06) | 10 (8,62) 0,93 (0,37 — 2,32) 0,876
T cC 0(0,000 | 0(0,00) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
UKUPNO 124 116

DNMT — DNK metiltransferaza; DSPSG+ osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom; DSPSG- osobe s Downovim
sindromom bez prirodene sréane greSke; MTHFR — metilentetrahidrofolat reduktaza; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

Tablica 13. Ucestalost kombinacije genotipova DNMT3B rs2424913 i MTRR rs1801394 u

ispitanika (N=124) i kontrola (N=116)

DNMT3B MTRR

rs2424913 rs1801394

Genotip DEF)(;();+ DSFEOS/O()B OR (95% CI) p
cC AA 11(8,87) | 6(517) 1,78 (0,64 — 4,99) 0,270
cC AG 22 (17,74) | 21 (18,10) 0,98 (0,50 — 1,89) 0,942
cC GG 8 (6,45) 8 (6,90) 0,93 (0,34 — 2,57) 0,890
cT AA 10 (8,06) | 10 (8,62) 0,93 (0,37 — 2,32) 0,876
cT AG 27 (21,77) | 39 (33,62) 0,55 (0,31 - 0,98) 0,041
cT GG 15 (12,10) | 17 (14,66) 0,80 (0,38 — 1,69) 0,561
T AA 6 (4,84) 6 (5,17) 0,93 (0,29 — 2,98) 0,906
T AG 19 (15,32) | 7(6,03) 2,82 (1,14 — 6,98) 0,025
T GG 6 (4,84) 2(1,72) 2,90 (0,57 — 14,66) 0,198
UKUPNO 124 116

DNMT — DNK metiltransferaza; DSPSG+ osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom; DSPSG- osobe s Downovim
sindromom bez prirodene sréane greSke; MTRR — 5-metiltetrahidrofolat-homocistein metiltransferasa reduktaza; OR — omjer rizika;

CI — interval pouzdanosti
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Tablica 14. Ucestalost kombinacije genotipova DNMT1 rs2228611 i MTHFR rs1801131 u
ispitanika (N=129) i kontrola (N=120)

DNMTL MTHFR
1s2228611 | rs1801131

Genotip DEP(;S* DSF(’OSAS' OR (95% Cl) b
AA AA 19 (14,73) | 19 (15,83) 0,92 (0,46 — 1,83) 0,809
AA AC 11 (853) | 19 (15,83) 0,50 (0,23 — 1,09) 0,081
AA cc 1(0,78) | 0(0,00) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
AG AA 46 (35,66) | 28 (23,33) 1,82 (1,04-3,17) 0,035
AG AC 32 (24,81) | 36 (30,00) 0,77 (0,44 — 1,35) 0,359
AG cC 2155 | 2(167) 0,93 (0,13 - 6,70) 0,042
GG AA 10(7.75) | 6 (5,00) 1,60 (0,56 — 4,54) 0.380
GG AC 8(620) | 8(667) 0,93 (0,34 — 2,55) 0,881
GG cC 00,000 | 2(167) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
UKUPNO 129 120

DNMT — DNK metiltransferaza; DSPSG+ osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom; DSPSG- osobe s Downovim
sindromom bez prirodene sréane greSke; MTHFR — metilentetrahidrofolat reduktaza; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

Tablica 15. Ucestalost kombinacije genotipova MTHFR rs1801133 i MTHFR rs1801131 u

ispitanika (N=134) i kontrola (N=124)

MTHFR MTHFR
rs1801133 | rs1801131

Genotip DEP(OS/OC)* Dﬁ'zo%;' OR (95% CI) D
cc AA 19 (14,18) | 20 (16,13) 0,86 (0.43 — 1,70) 0,662
cc AC 29 (21,64) | 34 (27,42) 0,73 (0.41 - 1,29) 0,281
cc cc 3(224) | 4(3.23 0,67 (0.15 - 3,13) 0,628
cT AA 42 (31,34) | 25 (20,16) 1,81 (1,02 - 3,20) 0,042
cT AC 26 (19,40) | 30 (24,19) 0,75 (0,42 — 1,37) 0,352
CT cc 0(0,000 | 0 (0,00) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
T AA 15 (11,19) | 10 (8,06) 1,44 (0.62 - 3,33) 0,398
T AC 0 (0,00) 1(0,81) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
T cc 0 (0,00) 0 (0,00) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
UKUPNO 134 124

MTHFR — metilentetrahidrofolat reduktaza; DSPSG+ osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom; DSPSG- osobe

s Downovim sindromom bez prirodene sréane greske; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti
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Tablica 16. UCestalost kombinacije genotipova MTHFR rs1801131 i MTRR rs1801394 u
ispitanika (N=133) i kontrola (N=124)

MTHFR MTRR

(51801131 | rs1801394

Genotip DEP(OSAS* DSF(’OSAS' OR (95% Cl) b
AA AA 10 (14,29) | 8 (6.45) 2,42 (1,02 - 5,74) 0,046
AA AG 38 (28,57) | 33 (26,61) 1,10 (0,64 — 1,01) 0,726
AA GG 10 (14,29) | 14 (11,29) 1,31 (0,63 - 2,74) 0,474
AC AA 13(9.77) | 15 (12,10) 0,79 (0,36 — 1,73) 0,551
AC AG 30 (22,56) | 36 (29,03) 0,71 (0,41 — 1,25) 0,236
AC GG 11(8.27) | 14 (11,29) 0,71 (0,31 — 1,63) 0,416
cC AA 0(0,0) 0(0,0) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
cC AG 2(150) | 3242 0,62 (0,10 — 3,75) 0,599
cC GG 1075 | 1081 0,93 (0,06 — 15,06) 0,960
UKUPNO 133 124

MTHFR — metilentetrahidrofolat reduktaza; MTRR — 5-metiltetrahidrofolat-homocistein metiltransferasa reduktaza; DSPSG+ osobe s
Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom; DSPSG- osobe s Downovim sindromom bez prirodene sréane greske; OR —
omijer rizika; Cl — interval pouzdanosti

Znacajno veca ucestalost kombinacije genotipova polimorfizama DNMT3A rs1550117 GG
i DNMT3B rs2424913 CT (tablica 17), DNMT3B rs1569686 TT i MTHFR rs1801133 CC (tablica
18), DNMT3B rs1569686 GG i MTHFR rs1801131 AC (tablica 19) te DNMT3B rs2424913 CT i
MTRR rs1801394 AG (tablica 13) utvrdena je u skupini DSPSG- u odnosu na DSPG+ skupinu.
Ostale kombinacije genotipova polimorfizama MTHFR, MTRR i DNMT nisu se statisti¢ki zna¢ajno

razlikovale izmedu ispitivanih skupina (p >0,05) (Prilog 4. tablice od 20 do 31).
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Tablica 17. UCestalost kombinacije genotipova DNMT3A rs1550117 i DNMT3B rs2424913 u

ispitanika (N=123) i kontrola (N=115)

DNMT3A DNMT3B
rs1550117 | rs2424913

Genotip DEP(;S* DSF(’OSAS' OR (95% Cl) b
AA cc 0(0,000 | 1(0,87) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
AA cT 0(0,000 | 0(0,00) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
AA T 1(081) | 0(0,00) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
AG cC 688 | 7609 0,79 (0,26 — 2,43) 0,682
AG cT 10@13) | 9(7.83) 1,04 (0,41 - 2,66) 0,031
AG T 507 | 0(0,00) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
GG cC 35 (28,46) | 26 (22,61) 1,36 (0,76 — 2,45) 0,303
GG cT 42 (34,15) | 57 (49,57) 0,53 (0,31 - 0,89) 0,016
GG T 24 (18,51) | 15 (13,0) 1,62 (0,80 — 3,26) 0,180
UKUPNO 123 115

DNMT — DNK metiltransferaza; DSPSG+ osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom; DSPSG- osobe s Downovim

sindromom bez prirodene sréane greSke; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

Tablica 18. Ugestalost kombinacije genotipova DNMT3B rs 1569686 i MTHFR rs1801133 u

ispitanika (N=130) i kontrola (N=124)

DNMT3B MTHFR

rs1569686 rs1801133

Genotip DEF)(;();+ DSFEOS/O()B OR (95% CI) p
GG cc 23(17,69) | 21 (16,94) 1,05 (0,55 — 2,02) 0,873
GG CT 24 (18,46) | 20 (16,13) 1,18 (0,61 — 2,26) 0,624
GG T 3(2,31) 4 (3,23) 0,71 (0,16 — 3,23) 0,657
TG cc 23(17,69) | 28 (22,58) 0,74 (0,40 — 1,37) 0,332
TG cT 30 (23,08) | 30 (24,19) 0,94 (0.53 — 1,68) 0,834
TG T 10 (7,69) | 7 (5,65) 1,39 (0.51 — 3,78) 0,516
T cc 2 (1,54) 9 (7,26) 0,20 (0,04 — 0.94) 0,042
T cT 13(10,00) | 5 (4,03) 2,64 (0,91 — 7,65) 0,073
T T 2 (1,54) 0 (0,00) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
UKUPNO 130 124

DNMT — DNK metiltransferaza; DSPSG+ osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom; DSPSG- osobe s Downovim
sindromom bez prirodene sréane greSke; MTHFR — metilentetrahidrofolat reduktaza; OR — omijer rizika; Cl — interval pouzdanosti
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Tablica 19. UCestalost kombinacije genotipova DNMT3B rs 1569686 i MTHFR rs1801131 u

ispitanika (N=130) i kontrola (N=124)

DNMT3B MTHFR
rs1569686 rs1801131

Genotip DEP(OSAS* DSF(’OSAS' OR (95% Cl) b
GG AA 32 (24,62) | 19 (15,32) 1,80 (0,96 — 3,39) 0,067
GG AC 15 (11,54) | 26 (20,97) 0,49 (0,25 — 0,98) 0,044
GG cc 3231 | 0(0,00) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
TG AA 32 (24,62) | 32 (25.81) 0,94 (0,53 — 1,65) 0,827
TG AC 31 (23,85) | 29 (23,39) 1,03 (0,57 - 1,83) 0,931
TG cC 00,000 | 4323 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
T AA 11(8.46) | 4(3.23) 2,77 (0,86 — 8,95) 0,088
T AC 64,62 | 10(8,06) 0,55 (0,19 — 1,57) 0,264
T cc 0(0,000 | 0(0,00) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
UKUPNO 130 124

DNMT — DNK metiltransferaza; DSPSG+ osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom; DSPSG- osobe s Downovim
sindromom bez prirodene sréane greSke; MTHFR — metilentetrahidrofolat reduktaza; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

Analizirali smo i povezanost genetickih modela s predispozicijom za prirodene sréane
greSke kod osoba s Downovim sindromom. Utvrdena je statistiCki znaCajna asocijacija
predispozicije za PSG i recesivnog genetickog modela (AA vs AC+CC) za MTHFR rs1801131 (p
= 0,047) kao i za dominantni (CC+CT vs TT) (p = 0,019) i kodominantni model (TT vs CT) (p =
0,008) za DNMT3B rs2424913 (tablica 32).
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Tablica 32. Povezanost genetickin modela gena MTHFR, MTRR i DNMT s predispozicijom za
prirodene sréane greSke kod osoba s Downovim sindromom

DSPSG+ vs DSPSG-

Geneticki model OR (95% Cl) p
Dominantni CC+CTvsTT 1,29 (0,57-2,93) 0,536
o § Recesivni CCvs CT+TT 1,43 (0,87-2,34) 0,157
l:|_: 050' CCvsTT 1,55 (0,65-3,68) 0,319
= 5 | Kodominantni CCvsCT 1,40 (0,83-2,35) 0,196
TTvsCT 0,90 (0,38-2,13) 0,822
Dominantni AA+AC vs CC 0,68 (0,15-3,13) 0,457
o a Recesivni AA vs AC+CC 0,60 (0,37-0,99) 0,047
|:|_; :%' AAvs CC 0,54 (0,11-2,52) 0,341
= 3 | Kodominantni AA vs AC 0,61 (0,37-1,00) 0,054
CCvs AC 1,12 (0,24-5,25) 0,596
Dominantni AA+AG vs GG 0,99 (0,55-1,77) 0,988
S, | Recesivni AA vs AG+GG 0,71 (0,39-1,31) 0,282
% % AA vs GG 0,76 (0,36-1,60) 0,483
= 3 | Kodominantni AA VS AG 0,69 (0,37-1,31) 0,263
GG vs AG 0,90 (0,49-1,66) 0,758
Dominantni AA+AG vs GG 1,05 (0,51-2,17) 0,886
o g Recesivni AA vs AG+GG 1,46 (0,83-2,55) 0,179
% g AA vs GG 1,37 (0,60-3,14) 0,444
0 % | Kodominantni AA vs AG 1,48 (0,83-2,64) 0,177
GG vs AG 1,07 (0,50-2,27) 0,845
Dominantni AA+AG vs GG 0,84 (0,42-1,66) 0,621
< 5 | Recesivni AA vs AG+GG 1,05 (0,06-17,13) 0,736
g g AA vs GG 1,02 (0,06-16,68) 0,743
% ? Kodominantni AA vs AG 1,23 (0,07-21,24) 0,703
GG vs AG 1,19 (0,59-2,40) 0,608
Dominantni GG+TGvs TT 1,18 (0,55-2,51) 0,664
m § | Recesivni GG vs TG+TT 0,91 (0,54-1,51) 0,720
g é GGvsTT 1,09 (0,48-2,46) 0,830
% ? Kodominantni GGvs TG 0,87 (0,51-1,48) 0,614
TTvs TG 0,79 (0,36-1,75) 0,574
Dominantni CC+CTvs TT 2,24 (1,13-4,42) 0,019
o 9 | Recesivni CCvs CT+TT 0,87 (0,50-1,50) 0,630
g g CCvsTT 1,76 (0,82-3,78) 0,145
% ? Kodominantni CCvsCT 0,67 (0,37-1,20) 0,179
TTvs CT 0,38 (0,1-0,77) 0,008

DSPSG* osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greskom; DSPSG" osobe s Downovim sindromom

bez prirodene

sr€ane greske; OR — Odds ratios; CL — 95% confidence intervals; p p — vrijednost; MTHFR — metilentetrahidrofolat reduktaza; MTRR
— 5-metiltetrahidrofolat-homocistein metiltransferasa reduktaza; DNMT — DNK metiltransferaza
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4.2. Povezanost varijanti gena MTHFR, MTRR i DNMT s vrstom prirodene sréane greske

kod osoba s Downovim sindromom

Za analizu povezanosti varijanti gena MTHFR, MTRR i DNMT s vrstom PSG-e, DSPSG+
skupina podijeljena je u dvije podskupine. U prvu podskupinu ukljuéene su osobe s DS-om i
jednom PSG-om $to ukljucuje DS i AVSD (DSAVSD), DS i VSD (DSVSD) te DS i ASD (DSASD).
U drugu podskupinu ukljuéene su osobe s DS-om i kombiniranim prirodenim sr€anim greSkama
ASD-om i VSD-om (DS ASD/VSD); AVSD-om i ASD-om (DS AVSD/ASD) te AVSD-om i VSD-om
(DS AVSD/VSD). Medutim, broj ispitanika s kombiniranim sréanim greSkama bio je premali za
daljnju analizu. Stoga se povezanost varijanti gena MTHFR, MTRR i DNMT analizirala isklju€ivo
u prvoj podskupini u kojoj su ispitanici s jednom PSG-om; AVSD ili VSD ili ASD.

Utvrdena je statisti¢ki znacajna povezanost izmedu DNMT3B rs2424913 TT genotipa (p
=0,028), alel T (p = 0,018) te recesivnog genetickog modela CC vs CT + TT (p = 0,028) s ASD-
om (tablica 33). Nadalje, detektirana je statistiCki znacajna povezanost MTHFR rs1801133 CT
genotipa s ASD-om (p = 0,040) (tablica 34). U skupini s AVSD-om, utvrdena je statisti¢ki znac¢ajna
povezanost s genotipom MTRR rs1801394 GG (p = 0,023) i alelom G (p = 0,020), kao i s
dominantnim (AA + AG vs GG) (p = 0,023) te kodominantnim genetickim modelom (AA + AG) (p
= 0,021) (tablica 35). Za ostale ispitivane kombinacije nije utvrdena statistiCki znacajna

povezanost (Prilog 5. tablice od 43 do 60).

Tablica 33. UCestalost i povezanost varijante gena DNMT3B rs2424913 kod osoba s Downovim
sindromom s atrijskim septalnim defektom (DSASD) (N = 45) i atrioventrikularnim i ventrikularnim
septalnim defektom (DS AVSD/VSD) (N = 79)

DS
DNMT3B DSASD 2 OR (95% ClI
($2424913 N (%) AVSD/VSD X ( ) P
N (%)
cC a 11 (24,4) 30 (38,0) 2,37 0,53 (0,23 — 1,20) 0,126
CT ‘g 18 (40,0) 35 (44,3) 0,22 0,84 (0,40 — 1,76) 0,642
()
TT O 16 (35,6) 14 (17,7) 4,97 2,56 (1,11 — 5,93) 0,028
C _ 40 (44,4) 95 (60,1)
° 5,69 0,53 (0,31 - 0,90) 0,018
T < 50 (55,6) 63 (39,9)
CC+CTvs TT 2,37 0,53 (0,23 — 1,20) 0,126
CCvs CT+TT 4,97 0,39 (0,17 — 0,90) 0,028
Genetiéki model CCvsTT 1,52 0,51 (0,18 — 1,49) 0,220
CCvsCT 0,55 0,71 (0,29 — 1,74) 0,459
TTvsCT 2,97 2,22 (0.89 — 5,55) 0.087

DNMT — DNK metiltransferaza; x2 — Hi-kvadrat test; p p — vrijednost; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti
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Tablica 34. Uclestalost i povezanost varijante gena MTHFR rs18301133 kod osoba s Downovim
sindromom s atrijskim septalnim defektom (DSASD) (N = 49) i atrioventrikularnim i ventrikularnim

septalnim defektom (DS AVSD/VSD) (N = 85)

DS
MTHFR DSASD 0
AVSD/VSD | X2 OR (95% ClI) p
rs1801133 N (%) N (%)
CcC o 14 (28,57) 36 (42,35) 2,52 0,54 (0,26 — 1,16) 0,114
CT ‘g 31 (63,27) 38 (44,71) | 4,29 2,13 (1,04 - 4,38) 0,040
[}
TT O 4 (8,16) 11 (12,94) 0,31 0,60 (0,18 — 1,99) 0,293
C _ 59 (60,20) 110 (64,71)
< 0,54 0,83 (0,49 — 1,38) 0,462
T < 39 (39,80) 60 (35,29)
CC+CTvs TT 0,31 1,67 (0,50 — 5,57) 0,293
CCvs CT+TT 2,52 0.54 (0,26 — 1,16) 0,114
Geneti¢ki model CCvsTT 0,05 1,07 (0,29 — 3,93) 0,600
CCvsCT 3,53 0,48 (0,22 — 1,04) 0,062
TTvsCT 1,02 0,45 (0,13 -1,54) 0,156

MTHFR - metilentetrahidrofolat reduktaza; x2 — Hi-kvadrat test; p p — vrijednost; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

Tablica 35. Uc€estalost i povezanost varijante gena MTRR rs1801394 kod osoba s Downovim
sindromom i atrioventrikularnim septalnim defektom (DSAVSD) (N = 30) i atrijskim i ventrikularnim

septalnim defektom (DS ASD/VSD) (N = 103)

DS

r'\gsRoﬁsg 4 DEA(E%S)D A?\ID(/;//O?D X2 OR (95% ClI) p
AA N 4 (13,33) 28 (27,18) | 1,74 | 0,41 (0,13—1,29) 0,149
AG S 14 (46,67) 55(53,40) | 0,42 | 0,76 (0.34—1,73) 0,517
GG S 12(40,00) | 20(19,42) | 539 | 2,77 (1,15 6,66) 0,023

A . 22 (36,67) | 111 (53,88)

- z s eags | osain | oL | 050027-090) 0,020
AA+AG Vs GG 539 | 0,36 (0,15 0,87) 0,023
AAVS AG + GG 1,74 | 041 (0.13-1,29) 0,149
Geneti¢ki model AA vs GG 4,08 0,24 (0,07 - 0,85) 0,021
AA VS AG 0,45 | 0,56 (0,17 — 1,86) 0,255
GG vs AG 339 | 2,36 (0,93 - 5,95) 0,069

MTRR - 5-metiltetrahidrofolat-homocistein metiltransferasa reduktaza; x2 — Hi-kvadrat test; p p — vrijednost; OR — omjer rizika; Cl —
interval pouzdanosti
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4.3. Povezanost varijanti gena MTHFR, MTRR i DNMT sa spolom kod osoba s Downovim

sindromom i prirodenom sréanom greSkom

U tablicama od 36 do 42 prikazana je povezanost genotipova i alela varijanti gena MTHFR,
MTRR i DNMT sa spolom u skupini osoba s DSPSG+. Nije utvrdena statisti¢ki znaCajna razlika
u povezanosti istrazivanih genotipova i alela varijanti gena MTHFR, MTRR i DNMT sa spolom u

istrazivanoj skupini.

Tablica 36. Povezanost varijanti gena MTHFR rs1801133 sa spolom kod osoba s Downovim
sindromom i prirodenom sréanom greSkom

DSPSG+
MTHFR N(%) X2 OR (95% CI) p
rs1801133 Muskarci Zene
N (%) N (%)
cC a 26 (37,68) 25(38,46) | 0,01 0,97 (0,48 — 1,94) 0,926
CT 2 35 (50,72) 33(50,77) | 0,00 1,00 (0,51 — 1,97) 0,996
]
1T 0} 8 (11,59) 7 (10,77) 0,02 1,09 (0,37 — 3,19) 0,880
C _ 87 (63,04) 83 (63,85)
Q 0,02 0,97 (0,59 — 1,59) 0,892
T < 51 (36,96) 47 (36,15)
CC+CTvsTT 0,02 0,92 (0,31 — 2,70) 0,880
CCvs CT+TT 0,01 0,97 (0,48 — 1,94) 0,926
Geneticki model CCvsTT 0,03 0,91 (0,29 — 2,88) 0,873
CCvsCT 0,00 0,98 (0,47 —2,03) 0,958
TTvsCT 0,02 1,08 (0,35 - 3,30) 0,896

MTHFR - metilentetrahidrofolat reduktaza; DSPSG+ osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom; x2 — Hi-kvadrat
test; p p — vrijednost; OR — omijer rizika; Cl — interval pouzdanosti
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Tablica 37. Povezanost varijanti gena MTHFR rs1801131 sa spolom kod osoba s Downovim
sindromom i prirodenom sr€anom greskom

DSPSG+
MTHFR N(%) X2 OR (95% ClI) p
rs1801131 Muskarci Zene
N (%) N (%)
AA a 40 (57,97) 36 (55,38) | 0,09 | 1,11 (0,56 — 2,20) 0,763
AC 2 26 (37,68) 29 (44,62) | 0,67 | 0,75 (0,38 —1,50) 0,415
]
cC o 3 (4,35) 0 (0,00) 0,00 | 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
A _ 106 (76,81) | 101 (77,69)
ko 0,03 | 0,95 (0,54 — 1,68) 0,864
C < 32 (23,19) 29 (22,31)
AA + AC vs. CC 0,00 | 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
AAvs AC + CC 0,09 | 1,11(0,56 — 2,20) 0,763
Geneticki model AAvs. CC 0,00 | 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
AAvs. AC 037 | 1,24(0,62—2,48) 0,545
CCvs. AC 0,00 | 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000

MTHFR — metilentetrahidrofolat reduktaza; DSPSG+ osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom; x2 — Hi-kvadrat
test; p p — vrijednost; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

Tablica 38. Povezanost varijanti gena MTRR rs1801394 sa spolom kod osoba s Downovim
sindromom i prirodenom sréanom greSkom

DSPSG+
MTRR N(%) X2 OR (95% CI) p
rs1801394 Muskarci Zene
N (%) N (%)
AA a 15 (22,06) 17 (26,15) | 0,31 0,80 (0,36 — 1,77) 0,581
AG 2 37 (54,41) 33(50,77) | 0,18 1,16 (0,59 — 2,29) 0,674
GG 8 16 (23,53) 15 (23,08) 0,00 1,03 (0,46 — 2,29) 0,951
A _ 67 (49,26) 67 (51,54)
Q2 0,14 0,91 (0,56 — 1,48) 0,711
G < 69 (50,74) 63 (48,46)
AA+AG vs GG 0,00 0,98 (0,44 - 2,18) 0,951
AAvs AG + GG 0,31 0,80 (0,36 — 1,77) 0,581
Geneticki model AA vs GG 0,14 0,83 (0,31 -2,22) 0,707
AA vs AG 0,31 0,79 (0,34 — 1,82) 0,575
GG vs AG 0,01 0,95 (0,41 - 2,22) 0,908

MTRR - 5-metiltetrahidrofolat-homocistein metiltransferasa reduktaza; DSPSG+ osobe s Downovim sindromom i prirodenom
sréanom gresSkom; X2 — Hi-kvadrat test; p p — vrijednost; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti
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Tablica 39. Povezanost varijanti gena DNMT1 rs2228611 sa spolom kod osoba s Downovim
sindromom i prirodenom sr€anom greskom

DSPSG+
DNMT1 N (%) X2 OR (95% Cl) p
rs2228611 Muskarci Zene
N (%) N (%)
AA a 18 (27,27) 13(20,63) | 0,78 1,44 (0,64 — 3,26) 0,379
AG 2 38 (57,58) 42 (66,67) | 1,13 0,68 (0,33 — 1,39) 0,289
GG & 10 (15,15) 8 (12,70) 0,16 1,23 (0,45 — 3,34) 0,688
A _ 74 (56,06) 68 (53,97)
© 0,11 1,09 (0,67 — 1,78) 0,736
G < 58 (43,94) 58 (46,03)
AA+AG vs GG 0,16 0,81 (0,30 — 2,22) 0,688
AA vs AG + GG 0,78 1,44 (0,64 — 3,26) 0,379
Genetiéki model AA vs GG 0,03 1,11 (0,34 — 3,58) 0,864
AA vs AG 1,00 1,53 (0,66 — 3,53) 0,319
GG vs AG 0,38 1,38 (0,49 — 3,86) 0,538

DNMT — DNK metiltransferaza; DSPSG+ osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greskom; x2 — Hi-kvadrat test; p p —
vrijednost; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

Tablica 40. Povezanost varijanti gena DNMT3A rs1550117 sa spolom kod osoba s Downovim
sindromom i prirodenom sréanom greskom

DSPSG+
DNMT3A N (%) X2 OR (95% Cl) p
rs1550117 Muskarci Zene
N (%) N (%)
AA o 0 (0,00) 1 (1,59) 0,00 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
AG 2 11 (17,46) 10 (15,87) | 0,06 1,12 (0,44 — 2,86) 0,811
GG 0 52 (82,54) 52(82,54) | 0,00 1,00 (0,40 — 2,51) 1,000
A _ 11 (8,73) 12 (9,45)
o 0,04 0,92 (0,39 — 2,16) 0,842
G < 115 (91,27) 115 (90,55)
AA+AG vs GG 0,00 1,00 (0,40 - 2,51) 1,000
AA vs AG + GG 0,00 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
Geneti¢ki model AA vs GG 0,00 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
AA vs AG 0,00 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
GG vs AG 0,04 0,91 (0,36 — 2,32) 0,842

DNMT — DNK metiltransferaza; DSPSG+ osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom; x2 — Hi-kvadrat test; p p —
vrijednost; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti
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Tablica 41. Povezanost varijanti gena DNMT3B rs1569686 sa spolom kod osoba s Downovim

sindromom i prirodenom sr€anom greskom

DSPSG+
DNMT3B N (%) X2 OR (95% Cl) p
rs1569686 Muskarci Zene
N (%) N (%)
GG a 26 (40,00) 24 (36,92) | 0,33 | 1,14 (0,56 — 2,31) 0,719
TG 2 30 (46,15) 33(50,77) | 0,23 0,83 (0,42 — 1,65) 0,599
]
TT 0} 9 (13,85) 8 (13,31) 0,07 | 1,15(0,41 - 3,18) 0,795
G _ 82 (63,08) 81 (62,31)
< 0,02 1,03 (0,63 - 1,71) 0,898
T < 48 (36,92) 49 (37,69)
GG+TGvsTT 0,07 | 0,87 (0,31- 2,43) 0,795
GGvs TG +TT 0,33 | 1,14 (0,56 — 2,31) 0,719
Geneti¢ki model GGvsTT 0,00 0,96 (0,32 — 2,90) 0,947
GG vs TG 0,21 1,19 (0,57 - 2,51) 0,644
TTvs TG 0,15 1,24 (0.42 - 3,62) 0,697

DNMT — DNK metiltransferaza; DSPSG+ osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom; x2 — Hi-kvadrat test; p p —
vrijednost; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

Tablica 42. Povezanost varijanti gena DNMT rs2424913 sa spolom kod osoba s Downovim
sindromom i prirodenom sréanom greskom

DSPSG+
DNMT3B N(%) X2 OR (95% ClI) p
rs2424913 Muskarci Zene
N (%) N (%)
CcC o 19 (30,65) 22 (35,48) 0,33 0,80 (0,38 — 1,70) 0,567
CT § 25 (40,32) 27 (43,55) 0,13 0,88 (0,43 - 1,79) 0,716
(]
TT O 18 (29,03) 13 (20,97) 1,08 1,54 (0.68 — 3,51) 0,301
C _ 63 (50,81) 71 (57,26)
o 1,04 0,77 (0,47 — 1,27) 0,308
T < 61 (49,19) 53 (42,74)
CC+CTvsTT 1,08 0,65 (0,29 — 1,47) 0,301
CCvs CT+TT 0,33 0,80 (0,38 — 1,70) 0,567
Geneticki model CCvsTT 0,97 0,62 (0,24 — 1,60) 0,326
CCvsCT 0,03 0,93 (0,41 -2,12) 0,868
TTvs CT 0,78 1,50 (0,61 - 3,67) 0,379

DNMT — DNK metiltransferaza; DSPSG+ osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom; X2 — Hi-kvadrat test; p p —
vrijednost; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti
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5. RASPRAVA

Osnovni cilj ovog retrospektivnog istrazivanja bio je utvrditi povezanost varijanti gena
MTHFR rs1801133 i rs1801131, MTRR rs1801394, DNMT1 rs2228611, DNMT3A rs1550117,
DNMT3B rs1569686 i rs2424913 s razvojem PSG-a kod osoba s DS-om, kako pojedina¢no tako
i u kombinaciji. Ispitivana je distribucija i u€estalost genotipova i alela navedenih varijanti gena,
kao i povezanost genotipova i alela s predispozicijom za razvoj PSG-a, vrstom PSG-e i spolom
ispitanika. U istrazivanju su bile uklju€ene dvije skupine ispitanika: prva skupina obuhvacala je
osobe s DS-om i PSG-om (DSPSG+), dok je druga skupina bila kontrolna i uklju€ivala osobe s
DS-om bez PSG-e (DSPSG-).

Kod osoba s DS-om postoji zna¢ajno veca prevalencija PSG-a u usporedbi s opcom
populacijom. lako je poznato da PSG nisu iskljuCivo posljedica trisomije 21, visoka prevalencija
tih greSaka kod osoba s DS-om ¢ini ih reprezentativnom skupinom ispitanika za istrazivanje
etiologije tog poremecaja. Nadalje, vazno je istaknuti da su svi ispitanici pripadali bijeloj rasi i
zajedni¢kom geografskom podrucju, Sto predstavlja dodatnu prednost ovog istrazivanja. Etnicka
ili rasna pripadnost, kao i geografsko podruc¢je, mogu znacajno utjecati na distribuciju ispitivanih
varijanti gena [15, 45, 112, 136, 140, 169, 226]. Corona-Rivera i suradnici (2019) naglasavaju da
razlike medu etni¢kim skupinama mogu biti objasnjene prisutno$¢u odredenih genetskih ili
okolisnih ¢imbenika rizika, koji su ¢es¢i u odredenim populacijama [86].

Ovaj rad predstavlja izvorni znanstveni doprinos u istrazivanju novih aspekata etiologije
PSG-a kod osoba s DS-om. Po prvi put, istraZzen je pojedinaéni doprinos varijanti gena DNMT,
kao i njihova kombinacija s varijantama gena MTHFR, MTRR, te njihova povezanost s naj¢es¢im
vrstama PSG-a (ASD, VSD i AVSD), dok su rijetke kombinacije PSG-a izostavljene iz analize
zbog malog uzorka potrebnog za adekvatnu analizu. Isto tako analizirana je i povezanost varijanti
spomenutih gena sa spolom u skupini DSPSG+.

S obzirom na kljuénu ulogu navedenih gena u metabolizmu folata i metionina, tijekom
embrionalnog razvoja sr¢anog septuma analizirani geni istiCu se kao potencijalni riziCni Cimbenici
za razvoj PSG-a. Naime, navedeni geni neophodni su za sintezu i prijenos metilnih skupina
potrebnih za uspostavu i odrzavanje obrasca metilacije DNK [18]. Takoder, varijante u ovim
genima mogu dovesti do promjena u aktivnosti kodiraju¢ih enzima metabolizma folata i
metionina, Sto moze rezultirati hiperhomocisteinemijom. Povezanost hiperhomocisteinemije s
promijenjenim obrascem metilacije DNK u ranim fazama embrionalnog razvoja prepoznata je kao
¢imbenik rizika za razvoj PSG-a [123, 124, 125]. Studije su pokazale da unutar specifi¢nih tkiva

postoje varijacije sekvenci koje mogu utjecati na razli€iti obrazac metilacije DNK te predstavljati
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riziCni Cimbenik za razvoj nekog stanja ili bolesti. Lokusi gena koji sadrze takve varijante u
sekvenci nazivaju se lokusi kvantitativnih svojstava metilacije (engl. methylation quantitative trait
loci, mQTL) i povezane su s kvantitativnim promjenama u razinama metilacije citozina u CpG
dinukleotidima [227]. Odabrane varijante gena, u naSem istrazivanju, prema bazi mQTL-ova [228]
aktivne su tijekom cijelog Zivotnog vijeka, a nalaze se u neposrednoj blizini viSestrukih mjesta
metilacije DNK [184]. Temeljem svega navedenoga postavljena je hipoteza za ovo istrazivanje
koja pretpostavlja da su SNP-ovi gena MTHFR, MTRR i DNMT pojedinacno ili u kombinaciji,
rizicni ¢imbenici za razvoj prirodenih sréanih greSaka kod osoba s Downovim sindromom s
obzirom da su neki od njih aktivni tijekom embrionalnog doba.

U ovo retrospektivno istrazivanje uklju¢eno je 258 osoba s citogenetiCki potvrdenom
trisomijom kromosoma 21. Prevalencija PSG-a iznosila je 51,94 % (tablica 9) $to je u skladu s
ranijim istrazivanjima koja su provedena u razli€itim geografskim podruc¢jima i medu razli€itim
etnickim skupinama [1, 2, 3, 4, 5, 6]. Septalni defekti su bili dominantna vrsta PSG-a, prisutni u
82,84 % sluCajeva u nasih ispitanika. U brojnim istrazivanjima, septalni defekti su jednozna¢no
identificirani kao vodeca vrsta PSG-a kod osoba s DS-om [5, 76, 79, 80, 81]. Literaturni podaci
ukazuju na manju ucestalost slozenih vrsta PSG-a kod Zivorodenih osoba s DS-om $&to je
najvjerojatnije posljedica spontanih pobacaja kao i poboljSane detekcije slozenih PSG-a tijekom
prenatalnog razdoblja zbog kojih se roditelji odlu€uju na prekid trudnoée [87]. Naime, spektar
PSG-a prenatalno znacajno se razlikuje od postnatalnog, s veéim udjelom dodatnih
abnormalnosti kod prenatalnih dijagnoza [229].

Najzastupljenje vrste septalnih defekata u ovom istrazivanju bili su ASD (36,57 %), VSD
(23,13 %) i AVSD (23,13 %) (tablica 9). Distribucija vrsta septalnih defekata kod osoba s DS-om
varira medu istrazivanjima [76, 80, 81], $to moZe biti posljedica razli¢itih dijagnosti¢kih metoda,
varijabilnosti veli€ine uzorka, klasifikacijskih razlika te uklju€ivanja prolaznih ili fizioloskih PSG-a
[29, 84, 85, 86].

Ovim istrazivanjem nisu utvrdene statistiCki znacajne razlike u distribuciji vrsta PSG-a
prema spolu ispitanika. lako je spol prepoznat kao jedan od ¢imbenika rizika za razvoj PSG-a kod
osoba s DS-om, rezultati istrazivanja nisu jednoznacni (Prilog 1. tablica 2). Meta-analiza ukazuje
na to da zenski spol ima znacajnu ulogu kao ¢imbenik rizika za pojavu PSG-a, posebno AVSD-a
[83]. Neki autori objadnjavaju ove razlike identificiranjem varijacija u osjetljivosti medu spolovima
prema razliCitim mehanizmima koji pridonose pojavi razliCitin vrsta PSG-a. Na primjer, AVSD je
povezan s anomalijama izvanstaniénog matriksa, dok je TOF povezan s anomalijama migracije
ektomezenhimalnog tkiva [230]. Dodatno, povecana ucestalost pobacdaja muskih fetusa,

posebice onih povezanih s odredenim vrstama PSG-a, moZe biti drugo moguce objasnjenje [83].
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5.1. Analiza varijanti gena MTHFR, MTRR i DNMT

UcCestalost genotipova i alela istrazivanih varijanti gena MTHFR, MTRR i DNMT bile su u
skladu s oCekivanim vrijednostima prema Hardy-Weinbergovom modelu u obje skupine, osim za
varijante gena DNMT1 rs2228611 u ispitivanoj skupini DSPSG+ (p = 0,004) i MTHFR rs1801131
u kontrolnoj skupini DSPSG- (p = 0,004). Odstupanja u kontrolnoj skupini prije testiranja
povezanosti mogu biti posljedica razli¢itih prirodnih &imbenika poput pristranosti odabira,
populacijskih stratifikacija i pogreSaka u genotipizaciji. S druge strane, odstupanja u ispitivangj
skupini mogu ukazivati na povezanost testiranih varijanti s ispitivanim stanjima/fenotipom. Vazno
je napomenuti da ovaj model ima svoja ogranienja, a to je da se primjenjuje samo za velike
populacije u geneti¢koj ravnotezi bez selektivnog pritiska, odsutnost mutacija i migracija u ili iz
populacije, te jednakost vjerojatnosti svake jedinke u populaciji da prenese svoje gene na sljedecu
generaciju [231].

U skupini DSPSG+, utvrdena je statisticki znaCajno vecéa ucestalost homozigotnog
genotipa DNMT3B rs 2424913 TT (p = 0,018) (tablica 10) u odnosu na kontrolnu skupinu i
europsku populaciju [133]. Izgled za razvoj PSG-a prema dominantnom geneti¢kom modelu
nasljedivanja (CC + CT vs TT) je i do 2,24 puta veci (p = 0,019) (tablica 32). Navedeni rezultati
ukazuju da je DNMT3B rs2424913 TT genotip moguci €imbenik rizika za razvoj PSG-a kod osoba
s DS-om. Dobiveni rezultati mogu se objasniti ¢injenicom da je u prisutnosti varijante DNMT3B
rs2424913, ekspresija gena DNMT3B promijenjena. Naime, rizi¢ni alel -149T uzrokuje 30 %
povecanu aktivnost promotora [208, 209] te utjeCe na mjesto vezivanja miRNA [210]. S obzirom
na navedeno, moguce je da povecana ekspresija gena DNMT zbog prisutnosti rizi€énog alela T
mijenja metilaciju DNK gena relevantnih u kardiogenezi i potencijalno pridonosi razvoju PSG-a.
StoviSe, ovaj gen moze predstavljati dodatni &imbenik rizika za promijenjeni obrazac metilacije
gena na kromosomu 21, poput DSCAM, COL6A1, COL6A2, KCNJ6 i RCANL1, koji su povezani s
defektima endokardijalnih jastuci¢a kod DSPSG+ osoba, kako se navodi u nedavnim preglednim
radovima [89, 106]. Nadalje, rezultati istrazivanja na animalnim modelima ukazuju da knockdown
Dnmt3b uzrokuje smrt miSeva zbog sréanih ventrikularnih defekata, dok mi$evi kojima nedostaju
Dnmt3a ili Dnmt3b pokazuju razliCite defekte i umiru u razli¢itim fazama razvoja, sugerirajudi
razliCite uloge ovih enzima tijekom srcane embriogeneze [232]. Uz to, Dnmt3b regulira metilaciju
DNK esencijalnih gena srca i sudjeluje u potiskivanju ekspresije fetalnih sréanih gena [20, 233].
Studije su pokazale da Dnmt3b kontrolira ekspresiju gena usmjerenin na vezivanje
transkripcijskog faktora REST (engl. represor element 1 (RE1) silencing transcription factor) u

sr€anoj embriogenezi [234]. U slu€aju nedostatka Dnmt3b unutar endokarda, dolazi do znacajnog
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povecanja razine hijaluronan sintaze 3 (engl. hyaluronan synthase 3 — Has3), enzima odgovornog
za remodeliranje izvanstani¢nog matriksa i formiranje zalistaka tijekom sréanog razvoja [20].

U skupini DSPSG+, utvrdena je statistiCki znacajno veca ucestalost genotipa MTHFR rs
1801131 AA (56,7 %) (p = 0,047) (tablica 10) u odnosu na kontrolnu skupinu (44,4 %) i europsku
populaciju (43,4 %) [133]. Vazno je pazljivo tumaditi grani¢no statisticki znacajnu razliku, imajuéi
u vidu odstupanje od HWE u kontrolnoj skupini DSPSG- (p = 0,004), koja moze biti posljedica
ograniCenog broja ispitanika. Stoga je u ovom slu€aju proSirivanje analize na vec¢em broju
ispitanika nuzno za donoSenje konac¢nog zakljucka. Literaturni podaci ukazuju da mozemo nase
rezultate interpretirati u kontekstu prethodnih istrazivanja koja su utvrdila da normalni AA genotip
moze predstavljati potencijalni C¢imbenik rizika za razvoj nesindromskih PSG-a [145, 167].

Uclestalosti ostalih analiziranih genotipova i alela istraZivanih varijanti gena MTHFR
rs1801133, MTRR rs1801394, DNMT1 rs2228611, DNMT3A rs1550117 i DNMT3B rs1569686
nije se zna&ajno razlikovala izmedu analiziranih skupina. Sto se tie povezanosti polimorfizama
MTHFR rs1801133 i MTRR rs1801394 s rizikom za razvoj PSG-a prethodne studije su prikazale
suprotne rezultate ove povezanost,i u odnosu na nase rezultate, u opcoj populaciji i medu
osobama s DS-om (Prilog 2. tablica 3 i 4; Prilog 3. tablica 5). Ipak, s obzirom na dokaze o
smanjenoj aktivnosti enzima povezanoj s ovim varijantama gena, $to moze rezultirati povecanim
razinama homocisteina i utjecati na obrasce metilacije, ovi polimorfizmi ostaju vrijedni kandidati
za daljnje istrazivanje u kontekstu PSG-a te ih ne bi trebalo zanemariti u budu¢im studijama. Isto
vrijedi i za polimorfizme DNMT1 rs2228611, DNMT3A rs1550117 koji unato€ nedostatku dokaza
0 povezanosti s PSG-a kod osoba s DS-om u naSem istrazivanju, ostaju vazni kandidati za
buduca istrazivanja, s obzirom na njihovu znac¢ajnu ulogu tijekom razvoja kardiomiocita. U nasoj
prethodno objavljenoj studiji utvrdena je statisti¢ki znacajno veéa u€estalost DNMT3B rs1569686
TT genotipa, kao i utjecaj dominantnog i kodominantnog genetickog modela istog SNP-a na
razvoj PSG kod ispitanika s nesindromskim PSG-ma [235]. Funkcionalna uloga ovog
polimorfizma jo$ nije jasno definirana, obzirom da se nalazi u promotorskoj regiji gena vjerojatno
moze modificirati njegovu aktivnost deaktivacijom vezanja faktora transkripcije ili povezivanjem s
drugim polimorfizmima, medutim u ovom trenutku nema dovoljno znanstvenih dokaza kojima se
to moze objasniti [208, 210, 236].

Kombinacije genotipova istrazivanih polimorfizama kod osoba s DS-om, s i bez PSG-a,
do sada nisu analizirane, stoga je ovo istrazivanje prvo takve vrste te nemamo postojecu literaturu
za usporedbu dobivenih rezultata. Vazno je napomenuti da, unato€ mnogim studijama o
povezanosti varijanti gena MTHFR i MTRR s razvojem sindromskih i nesindromskih PSG-a, samo

je maniji broj autora analizirao kombinacije genotipova (Prilog 2. tablica 3 i 4; Prilog 3. tablica 5).
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U istrazivanju koje su proveli Goldmuntz i suradnici (2008), otkriven je smanjeni rizik za
razvoj nesindromskih PSG-a kod pojedinaca s MTHFR A1298C AC i CC genotipom u usporedbi
s AA genotipom [167]. U indijskoj populaciji, Elsayed i suradnici (2014) su dokazali da
polimorfizam MTHFR C677T povecava rizik od razvoja PSG-a kod osoba s DS-om, posebno
kada je prisutan zajedno s polimorfizmom RFC1 A80G [157].

Istrazivanje Brandelize i suradnika (2009) o povezanosti varijanti gena MTHFR rs1801133
i rs1801131 s rizikom za rodenje djeteta s DS-om utvrdilo je da polimorfizam MTHFR rs1801133
povecava rizik kada je u kombinaciji s MTHFR rs1801131 AA genotipom. Rezultati sugeriraju da
kombinacija MTHFR rs1801133 CT ili TT s MTHFR rs1801131 AA genotipom povecava rizik za
radanje djeteta s DS-om do dva puta u odnosu na pojedina¢an ucinak svakog genotipa, uz
kontrolu dobi majke [47].

Rizik za razvoj PSG u prisutnosti kombinacije genotipa DNMT3B rs2424913 TT i MTHFR
rs1801133 CT (tablica 11) kao i MTHFR rs1801131 AA (tablica 12) vedi je i do 4,53 puta (p =
0,003). Takoder, kombinacija genotipova DNMT3B rs2424913 TT i MTRR rs1801394 AG
doprinosi 2,82 puta vec¢em izgledu za razvoj PSG-a (p = 0,025) (tablica 13). Obzirom da je
MTHFR gen klju¢an gen u sintezi aktivhog oblika folata koji prenosi metilne skupine te da je
funkcionalni polimorfizam lociran u katalitickoj domeni proteina ime se samanjuje mogucénost
vezanja supstrata [132] a time i funkcija enzima, oCito je da se prijenos metilinih skupina usljed
prisutnosti SNP-a mijenja 8to moze biti kljuéno za kardiogenezu. Nadalje u prisutnosti SNP-a u
MTRR genu dodatno se naruSava prijenos metilnih skupina, ali i moguénost remetilacije
homocisteina $to mijenja njegovu koncentraciju i prema literaturnim navodima moZe utjecati na
razvoj PSG-a [161, 140, 237]. Dodatno, u kombinaciji s genotipom DNMT3B rs2424913 TT
povecava se rizik za razvoj PSG $to se moze potvrditi istrazivanjima na animalnim modelima koji
ukazuju na promjenu obrazca de novo metilacije tijekom embionalnog razvoja sr€ane pregrade
[232].Nasi rezultati ukazuju na ve¢ poznatu prepostavku da je za razvoj PSG-a vjerojatno
potreban doprinos vise od jednog gena i da prekomjerna ekspresija gena na kromosomu 21
djeluje u kombinaciji s drugim specificnim mutacijama ili polimorfizmima, pojacavajuéi njihov
ucinak [238].

U naSem istrazivanju nisu utvrdene odredene kombinacije genotipova polimorfizama, kao
Sto su MTHFR rs1801133irs1801131 (CT/CC, TT/AC i TT/CC), koje su interesantne jer su ¢eSce
prisutne u spontano pobacenih plodova, a gotovo nikada u zivorodenih [239, 240]. Postavljena je
hipoteza o stabilnosti MTHFR enzima koji ovisi o prisutnosti odredenog alela na poziciji 677 i 1298
u genu MTHFR, $to za posljedicu ima razli€itu aminokiselinu u katalitickoj i regulatornoj domeni

enzima [241]. Destabilizaciju enzima uzrokuje promijenjena konformacija polipeptida ukljucujudi
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kretanje polipeptidnih domena koje su inducirane varijantama u genu. Martinez-Frias i suradnici
pokazali su da se pod utjecajem interakcije razli€itih genotipova mijenja razina ukupnog
homocisteina u majki koje su rodile dijete s DS-om te temeljem toga odredene kombinacije
genotipova povezuju se s rizikom za trisomiju 21 [242]. Spomenute studije zakljuCuju da
nestabilan enzim moZze doprinijeti promjenama u razini homocisteina te preranoj smrtnosti
embrija, Cime se moze objasniti i manja pojavnost rijetkih kombinacija genotipova u zivorodenih.
S obzirom na to da je u ovom radu po prvi puta ispitana kombinacija genotipova koja uklju€uje i
DNMT gene kod osoba s DS-om, mozemo samo spekulirati o razlozima izostanka nekih
kombinacija genotipova koji takoder mogu biti povezani s prezivljavanjem embrija, u ovisnosti 0

broju SNP-ova kod pojedinaca, $to ima odredeni utjecaj na ciklus folata i metionina.

5.2. Povezanost varijanti gena MTHFR, MTRR i DNMT s vrstom prirodene sréane

greske kod osoba s Downovim sindromom

Kao §to smo istaknuli u uvodnom dijelu, varijante gena mogu predstavljati imbenike rizika
za pojavu odredenih vrsta PSG-a.

Utvrdena je statistiCki znaCajna povezanost genotipa DNMT3B rs2424913 TT (p = 0,028)
kao i recesivhog genetitkog modela CC vs CT + TT (p = 0,028) te samog alela T (p = 0,018) s
ASD-om (tablica 33). S obzirom da smo po prvi puta u ovom radu analizirali povezanost varijati
DNMT3B gena sa sr€anim greSkama u osoba s DS-om nemamo literaturne navode za
usporedbu. Medutim, nastavno na sve navedeno mozemo pretpostaviti da promjene u metilaciji
promotora, uzrokovane prisutno8c¢u rizicnog alela DNMT3B rs2424913 T, mogu doprinijeti
promjenjenoj ekspresiji klju¢nih gena u procesu kardiogeneze tijekom razvoja pretklijetki.

Lei i suradnici (2017) su utvrdili da su spol i DNMT1 rs16999358 neovisni Cimbenici rizika
za kompletnu TGA, dok je genotip DNMT1 rs16999593 CT genotip mogucéi protektivni imbenik
[211]. Lyu i suradnici (2020) su utvrdili su povezanost DNMT3A rs11892646 s razvojem
konotrunkalnih sréanih defekata [212].

Prema literaturi kod osoba s nesindromskim PSG-ma, MTHFR rs1801133 TT genotip
povecao je rizik za TOF [147, 243], KSD [164, 244], PDA [245], stenozu pluéne valvule,
sindromom hipoplasticnog lijevog srca, koarktaciju aorte, stenozu aortne valvule ili subaortalnu
stenozu [137]. Noori i suradnici (2017) utvrdili su da MTHFR rs1801133 TT genotip predstavlja
potencijalni ¢imbenik rizika za fenotip VSD u iranskoj populaciji (OR = 10) [246]. Kod osoba s
PDA zabiljezen je veci udio MTHFR rs1801131 CC i AA genotipa i odnosu na osobe bez PDA
[247].
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Rezultati ovog istrazivanja utvrdili su potencijalni rizik MTHFR rs1801133 CT genotipa za
razvoj ASD u DS (p = 0,040) (tablica 34). Elsayed i suradnici (2014), usporedujuc¢i majke djece s
DS-om s kontrolama, takoder su primijetili zna¢ajno vidu uéestalost CT genotipa u majki djece s
DS-om i AV kanalom; nadalje, 80 % majki svih pacijenata s AV kanalom imalo je CT genotip, no
statisti¢ki je zna€ajan bio samo u majki djece s DS-om [157]. U istraZivanju Ganguly i suradnika
(2021), uoCena je znacajno veca ucestalost alela T i CT genotipa polimorfizma MTHFR
rs1801133 u skupini osoba s DS-AVSD-om. Autori pretpostavijaju da polimorfizmi gena
metabolizma folata i metionina, koji reguliraju globalnu metilaciju DNK gena vaznih za razvoj
embrionalnog sréanog septuma, vjerojatno ometaju staniénu proliferaciju tijekom razvoja. Ovaj
ucinak vjerojatno se pojaCava u kontekstu trisomije 21, gdje geni na kromosomu 21 s
promijenjenom dozom RNK i proteina mogu utjecati na razli¢ite molekularne putove putem
kompleksnih interakcija. O&ekuje se da ¢e zbunjujuéi u€inci interakcija izmedu razli€itih genetickih
modifikatora rezultirati razli¢itim razinama promijenjene ekspresije gena koji su uklju€eni u razvoj
sréanog septuma, $to moze dovesti do raznolikih manifestacija AVSD-a u kontekstu trisomije 21
[156].

MTRR rs1801394 G alel (p = 0,020), GG genotip (p = 0,023), dominantni AA + AG vs GG
i kodominantni geneti¢ki model AA vs GG (p = 0,021) (tablica 35) moguci su ¢imbenici rizika za
razvoj AVSD-a kod osoba s DS-om. Rezultati ranijih istraZzivanja provedenih na roditeljima djece
s VSD-om, kao i na osobama s nesindromskim VSD-om, pokazuju da genotip MTRR rs1801394
GG predstavlja devet puta vedi rizik za razvoj VSD-a, $to je vjerojatno povezano s poveéanom
razinom homocisteina kao posljedicom nedovoljne remetilacije u metionin [237, 248]. Istrazivanja
na animalnim modelima potvrduju ucinke visokih razina homocisteina na razvoj subarterijalnog

defekta ventrikularnog septuma [249].

5.3. Povezanost varijanti gena MTHFR, MTRR i DNMT sa spolom kod osoba s

Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom

U ovom istrazivanju nije utvrdena statisticki zna€ajna razlika u povezanosti istrazivanih
genotipova i alela varijanti gena MTHFR, MTRR i DNMT sa spolom u DSPSG+ skupini. Veéina
pregledanih istraZivanja nije komentirala razlike u ucestalosti genotipova i alela po spolu (Prilog
2. tablica 3 i 4; Prilog 3. tablica 5). Rozen i suradnici (1999) izvjestili su o nizem udjelu MTHFR
rs1801133 TT genotipa medu zenskom novorodendadi [250]. Takoder, manji udio homozigota
rs1801133 TT genotipa kod zena (28,6 %) u odnosu na muskarace (71,4 %) prijavljen je i u
egipatskoj populaciji [144]. Smanjena aktivnost Mthfr u Zenki miSeva dovodi do radanja veceg

broja potomaka sa sréanim defektima, pri ¢emu je najveci udio VSD-a [251]. U istraZivanju
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McBride i suradnika (2004) nije utvrdena povezanost varijanti gena MTHFR rs1801133 i
rs1801131 s nesindromskim PSG-ma, s obzirom na spol ispitanika [252]. Nadalje, u jednom od
istrazivanja je primijeCeno da je varijanta MTHFR rs1801133 TT genotip ¢eS¢a u muskaraca s
ASD-om, dok su Zene imale vecu vjerojatnost za razvoj PDA. Autori istiCu da zbog veéeg broja
Zenskih ispitanika u istraZivanju, rezultate treba promatrati s oprezom [245]. Statistic¢ki znacajne
razlike u genotipskim i alelnim ucestalostima medu spolovima nisu utvrdene, ali je primije¢en
rodno specifi€ni interaktivni ucinak varijanti gena MTHFR rs1801133 i MTRR rs1801394 na
vrijednosti lipograma kod osoba s prekomjernom tjelesnom tezinom [253].

Istrazivanja o povezanosti varijanti gena DNMT i spola mogu se promatrati u odnosu na
druga stanja i bolesti kardiovaskularne etiologije, kao i druge varijante gena. Rezultati ranijeg
istrazivanja pokazuju povezanost varijante DNMT1 rs2228611 i esencijalne hipertenzije kod
muskaraca. Visa stopa esencijalne hipertenzije kod muskaraca, ranija dob pojave bolesti te niza
stopa kontrole bolesti neka su od objasnjenja dobivenih rezultata [216]. Coppedé i suradnici
(2019) utvrdili su znacajno viSe razine homocisteina u muskaraca, dok su razine vitamina B12
bile vise u zena. Medutim, nije primijeCena spolna razlika u razinama metilaciie DNMT1 [18].
Varijanta gena DNMT1 rs11085721 povezana je s rizikom za razvoj sréane autonomne
neuropatije kod Zena s dijabetesom tipa 1 [254]. Spolni dimorfizam moZe biti posljedica razlika u
epigenetskom statusu kljuénih gena izazvanih spolnim hormonima [255], kao i veée aktivnosti
Dnmt1 kod muzjaka [256].

Nadalje, utvrdeno je da su varijante gena DNMT1, DNMT3A i DNMT3B povezane s
razliitim etiologijama kao $to su muska neplodnost [257], spontani pobacaj [202], prijevremeni
porod [258], te shizofrenija kod muSkaraca [210, 259].

Rezultati ovog retrospektivnog istrazivanja doprinose boljem razumijevaniju etiologije PSG
kod osoba s DS-om. Po prvi put, istrazen je pojedinacni doprinos varijanti gena DNMT, kao i
njihova kombinacija s varijjantama gena MTHFR, MTRR, te njihova povezanost s naj¢e$¢im
vrstama PSG-a. Zbog vrlo visoke ucestalosti PSG-a kod osoba s DS-om, one predstavljaju
izvrsnu skupinu ispitanika za istrazivanje etiologije PSG-a. Nadalje, vazno je istaknuti da su svi
ispitanici pripadali bijeloj rasi i zajednickom geografskom podrudju, Sto predstavlja dodatnu
prednost ovog istrazivanja. Klju¢ni nedostatak naSeg istrazivanja, koji je istaknut i u brojnim
ranijim istrazivanjima, jest mali uzorak ispitanika. Ovo postaje posebno znac¢ajno kada se podaci
stratificiraju prema razli€itim vrstama PSG-a. Uklju€ivanje osoba s DS-om predstavlja izazov zbog
otpora roditelja/skrbnika prema sudjelovanju u istrazivanju. S obzirom na kompleksnost klinicke
slike osoba s DS-om i kontinuiranu potrebu za razli€itim oblicima tretmana, sudjelovanje u

istraZivanju dodatno opterecéuje osobe s DS-om i njihove roditelje/skrbnike.
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Buduca istraZivanja bi trebala obuhvatiti veéi broj ispitanika i razmotriti razliCite okolisSne
¢imbenike, ukljuCujuci socioekonomski status, rizik od malnutricije i nedovoljan unos odredenih
nutrijenata. Takoder bi trebala uzeti u obzir biokemijske parametre poput razine homaocisteina,

vitamina B12, S-adenozilhomocisteina i metionina, kao i bolesti i stanja roditelja i djeteta.
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata ovog istrazivanja, mogu se izvudi sljedeci zakljucci:

1. prevalencija PSG-a kod osoba s DS-om iznosila je 51,94 %. U 82,84 % sluCajeva utvrden
je septalni defekt, pri E¢emu je najcesc¢a vrsta bila ASD, prisutna u 36,57 % slucajeva,

2. genotip DNMT3B rs2424913 TT (p = 0,018), kao i dominantni (CC + CT vs TT) (OR =
2,24; p=0,019) i kodominantni geneticki modeli (TT vs CT) (OR =0,38; p = 0,008), moguci
su potencijalni &imbenici rizika za razvoj PSG-a kod osoba s DS-om,

3. izgled za razvoj PSG-a kod osoba s DS-om je 4 puta veéi u prisutnosti kombinacije
genotipova DNMT3B rs2424913 TT i MTHFR rs1801133 CT (p = 0,003) te DNMT3B
rs2424913 TT i MTHFR rs1801131 AA (p = 0,003),

4. rizik za razvoj PSG-a kod osoba s DS-om u prisutnosti kombinacije genotipova DNMT3B
rs2424913 TT i MTRR rs1801394 AG vedi je za 2,82 puta (p = 0,025),

5. DNMT3B TT genotip (OR = 2,56; p = 0,028) te T alel (OR = 0,53; p = 0,018) mogudi su
¢imbenici rizika za ASD,

6. izgled za razvoj ASD-a u prisutnosti MTHFR rs1801133 CT genotipa vedi je za 2,13 puta
(p = 0,040),

7. MTRR rs1801394 GG genotip (OR =2,77; p = 0,023) te alel G (OR =0,50; p = 0,020) kao
i dominantni (AA + AG vs GG) (OR =0,36; p = 0,023) te kodominantni genetic¢ki model (AA
+ AG) (OR = 0,24; p = 0,021) mogudi su rizi€ni ¢imbenici za razvoj AVSD-a u osoba s
DS-om,

8. nije utvrdena povezanost ispitivanih varijanti gena MTHFR rs1801133, MTHFR
rs1801131, MTRR rs1801394, DNMT1 rs2228611, DNMT3A rs1550117, DNMT3B
rs15696696 i rs2424913 sa spolom kod osoba s DSPSG+.
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AO
ASD
ASMR

AVSD
BHMT

CAVC
CBS
CGils
CHs

Chr. 21
Cl

CNV
COL6Al
COL6A2
CpG

DA

DA
dbSNP
DHF
DHFR
DMSO
DNK
dNTP
DNMT
DNMT1
DNMT2
DNMT3A
DNMT3B
DNMT3L
DS
DS-CHD

aorta

atrijski septalni defekt (engl. atrial septal defect)

dobno standardizirana stopa smrtnosti (engl. Age-Standardized Mortality

Rate)

atrioventrikularni septalni defekt (engl. atrioventricular septal defect)
betain-homocistein metiltransferaza (engl. betaine-homocysteine
methyltransferase)

kompletni atrioventrikularni kanal

cistationin beta-sintaza (engl. cystathionine B-synthase)

CpG otoci (engl. CpG islands)

metilna skupina (engl. methyl group)

kromosom 21 (engl. chromosome 21)

interval pouzdanosti (engl. confidence interval)

varijante broja kopija (engl. copy number variations)

collagen type VI alpha 1 chain

collagen type VI alpha 2 chain

cytosine-phosphate-guanine

arterijski duktus (engl. ductus arteriosus)

desna atrij

engl. Single Nucleotide Polymorphism database

dihidrofolat (engl. dihydrofolate)

dihidrofolat reduktaza (engl. dihydrofolate reductase)
dimetilsulfoksid

deoksiribonukleinska kiselina (engl. Deoxyribonucleic acid, DNA)
deoksinukleotid

metiltransferaze DNK (engl. DNA methyltransferases)

DNK metiltransferasa 1 (engl. DNA methyltransferase 1)

DNK metiltransferasa 2 (engl. DNA methyltransferase 2)

DNK metiltransferaza 3 alfa (engl. DNA methyltransferase 3 alpha)
DNK metiltransferaza 3 beta (engl. DNA methyltransferase 3 beta)
DNK metiltransferaza 3L (engl. DNA methyltransferase 3 like)
Downov sindrom (engl. Down syndrome)

engl. DS-CHD critical region
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DSCR
DSCAM
DSPSG*
DSPSG"
dTMP
dUuMP
DV
EDTA
GATA4
GSH
Has3
HWE
I-TGA
IT™M
KCNJ6
KSD
LA

LA

LC

LV

LV

LSC
MBD2
MgCl
mikroRNK
MTHFD

MTHFR

MTHFR

MTRR

Down sindrom kriti€na regija (engl. Down syndrome critical region)
engl. DS cell adhesion molecule

osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom
osobe s Downovim sindromom, bez prirodene sr¢ane greSke
deoksitimidinmonofosfat (engl. deoxythymidine monophosphate)
deoksiuridin monofosfat (engl. deoxyuridine monophosphate)
desni ventrikl

engl. ethylenediamine tetra-acetic acid

engl. GATA binding protein 4

glutation (engl. glutathione)

hijalurona sintaze 3 (engl. hyaluronan synthase 3)
Hardy-Weinbergova ravnoteza (engl. Hardy—Weinberg Equilibrium)
korigirana transpozicija velikih krvnih Zila

indeks tjelesne mase

engl. potassium inwardly rectifying channel subfamily J member 6
konotrunkalni sr¢ani defekt (engl. conotruncal heart defect, CTD)
lijeva pretklijetka (engl. left atrium)

lijevi atrij

lijeva karotidna arterija (engl. left carotid atery)

lijeva Kklijetka (engl. left ventricle)

lijevi ventrikl

lijeva potklju&na arterija (engl. left subclavian artery)

engl. methyl-CpG binding domain protein 2

magnezijev klorid

male molekule ribonukleinske kiseline (engl. microRNA, miRNA)
methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (engl.
methylenetetrahydrofolate dehydrogenase)
N5,N10-metilentetrahidrofolat-reduktaza (engl. 5,10-
methylenetetrahydrofolate reductase),

metilenetetrahidrofolat reduktaza (engl. methylenetetrahydrofolate
reductase)

N5-metiltetrahidrofolat-homocistein metiltransferaza reduktaza (engl. 5-

methyltetrahydrofolate-homocysteine methyltransferase reductase)
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MTRR

MTR
mQTL

NDBS
nRBC
NTD
OFT
OHD
OMIM
OR

p

PA
PCR
PCR-RFLP

PDA
PSG
RA
RC
RCAN1
REST
RFC1
RSC
RV
SAH
SAM
SDI
SHMT
SNV
SNP
SR
TCR

5-metiltetrahidrofolat-homocistein metiltransferaza reduktaza (engl. 5-
methyltetrahydrofolate-homocysteine methyltransferase reductase)
metionin-sintetaza (engl. methionine synthase)

lokusi kvantitativnih svojstava metilacije (engl. methylation quantitative
trait loci)

mrlje sasusene krvi (engl. newborn dried blood spots)

crvene krvne stanica s jezgrom (engl. nucleated red blood cells)
defekt neuralne cijevi (engl. neural tube defect)

izlazni trakt srca (engl. outflow tract)

opstruktivni sréani defekt (engl. Obstructive Heart Defects)

Online Mendelian Inheritance in Man

omijer izgleda (engl. odds ratio)

p — vrijednost

pluéna arterija (engl. pulmonary artery)

lanCana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction)

polimorfizam duzine restrikcijskih fragmenata (engl. restriction fragment

length polymorphism)

otvoreni arterijski duktus (engl. patent ductus arteriosus)

prirodene sréane greske (engl. Congenital heart defects, CHDs)
desna pretklijetka (engl. right atrium)

desna karotidna arterija (engl. right carotid artery)

engl. regulator of calcineurin 1

engl. represor element 1 (RE1)

nosac reduciranih folata 1 (engl. reduced folate carrier)

desna potklju¢na arterija (engl. right subclavian artery)

desna klijetka (engl. right ventricle)

S-adenozilhomocistein (engl. S-adenosyl homocysteine)
S-adenozilmetionin (engl. S-adenosylmethionine)

socioekonomski indeks (engl. Socio-Demographic Index)

serin hidroksimetiltransferaza (engl. serine hydroxymethyltransferase)
varijanta jednog nukleotida (engl. single nucleotide variant)
polimorfizam jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism)
omjer spolova (engl. sex ratio)

tanskobalamin receptor (engl. tanscobalamin receptor)
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TGA

THF

TOF

TYMS

VSD
5,10-metilenTHF
5-metilTHF

5Mc

X2

transpozicija velikih arterija (engl. transposition of the great arteries)
tetrahidrofolat (engl. tetrahydrofolate)

Fallotova tetralogija (engl. Tetralogy of Fallot)

timidilat sintaza (engl. thymidilate synthase)

ventrikularni septalni defekt (engl. ventricular septal defect)
5,10-metilentetrahidrofolat (engl. 5,10-methylenetetrahydrofolate)
N5-metiltetrahidrofolat (engl. 5-methyltetrahydrofolate)
5-metilcitozin (engl. 5-methylcytosine)

hi kvadrat (od engl. chi square)
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PRIVITCI

Prilog 1. Cimbenici rizika za prirodene sréane gre$ke u Downovu sindromu

Tablica 2. Cimbenici rizika za prirodene sréane greske u Downovu sindromu — pregled istraZivanja

Cimbenici rizika Rezultati Referenca
Spol dojen¢adi - kombinacija PDA i ASD (44,4 %) najces¢i sr€ani defekti u Zena [29]
- Zenski spol ve¢a ucestalost PSG-a (p<0,001) [5]
- prevalencija PSG-a znacajno vec¢a u zena (p = 0,010) [90]
- zenski spol: za ukupne PSG (p<0,01); ASD (p<0,01) i teske PSG (p<0,05); [91]
AVSD i VSD (p =0,05)
- zenski spol (12 %) veci rizik za PSG; osobito AVSD [83]
- VSD prevladava kod muskaraca (41,1%) [29]
- muski spol (53,8 %); zenski spol (46,2 %) [77]
- muski spol (52,8 %); Zenski spol (47,2 %) [92]
muski spol (55 %); Zenski spol (45 %) [84]
- muski spol (59 %); Zenski spol (41 %) [86]
Porodajna tezina - niska porodajna tezina (<2500 g) (p = 0,034); znacajne razlike u gestacijskoj 93, 82]
dobi pri porodu i porodajne tezine izmedu DSPSG+ i DSPSG- '
Dob roditelja rizik za dijete DSPSG+
- dobna skupina majki 20 — 25 godina (30,6 %); 26 — 30 godina (51 %); > 31 [84]
godine (71,4 %)
- dobna skupina oceva 21 — 30 godina (39,2 %); 31 — 40 godina 55,9 %; = 40
godina 100 %
- dob majke = 35 godina [4, 82]
- dob majke > 32 godine [94]
Krvno srodstvo roditelja - 58,1 % rodene djece s DS-om do trec¢eg stupnja krvnog srodstva imali su PSG [12]
- p=<0,001; OR=1,8 [Cl: 1,6 — 2,3] [93]
Obrazovanije roditelja - nizi stupanj obrazovanja o¢eva (p = 0,003) [86]
Spontani pobacaj - pozitivna povezanost izmedu povijesti spontanih pobacaja majke i povec¢anog [4]
rizika od DSPSG
Suplementacija folne - skupina majki (MTHFR rs1801133 genotip CT/TT), bez suplementacije folne [4]
kiseline kiseline tijekom trudnoce: (p = 0,027); povecani izgledi za dijete s DSPSG
(OR=4,75; p = 0,040)
- majke koje nisu uzimale folnu kiselinu zna€ajno veci rizik od PSG-a [138]
- nedostatna suplementacija folne kiseline znacajan rizik za DSPSG+, analiza po [86]
podtipovima PSG-a, rizik za pojavu ASD-a
- nedostatna suplementacije folne kiseline p = < 0,001; OR=2 [CI: 1,6 — 2,4] [93]
- nedostatna suplementacija folne kiseline ¢e$¢a medu dojenéadi s DSAVSD [96]
Indeks tjelesne mase - viSi antepartalni ITM u majki dojen¢adi s DSPSG (p = 0,045) [86]
- pretilost majke: p= < 0,001, OR=2,7 [93]
- stupanj pretilosti majke od 1 do 3 (ITM 30 do <35 odnosno 235) povecan rizik [87]
za PSG (16 % i 34 %)
IzloZzenost akutnoj/ - infekcija p= < 0,001, OR=1,8 dijabetes melitus p= 0,004; OR=1,5
kroni¢noj bolesti tijekom [93]
trudnoce;
Koristenje duhana, - pasivno pusenje (p= < 0,001); OR=2,1 [93]
antibiotika i oralnih - pusenje povezanost s rizikom od PSG-a; u kombinaciji s VSD-om 187]
kontaceptiva — — - - - — =
- koriStenje antibiotika i oralnih kontraceptiva; izlozenost drogama tijekom [95]
trudno¢e (OR =4,91)
Paritet - prevalencija PSG-a znacajno veca u djece majki s paritetom 2 i 3 te 24 i viSe u 93]
odnosu na prvorotke
- 32 % prvorodene djece ima PSG; drugorodene 51 %, tre¢e rodene 71 % [84]
Zaposlenje - radni¢ko zanimanje majke rizik za PSG u djece (OR =5,45),
- zanimanja “bijelih ovratnika” (engl. white-collar occupation) smanjen rizik za [141]
PSG (OR =0,83) u usporedbi s nezaposlenim osobama

PDA - otvoreni ductus arteriosus; ASD — atrijski septalni defekt; PSG — prirodene sréane greske, AVSD - atrioventrikularni septalni defekt; VSD —
ventrikularni septalni defekt; ITM — indeks tjelesne mase; DSPSG* osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greskom; DSPSG" osobe s
Downovim sindromom bez prirodene sréane greske; OR — Odds ratios; CL — 95% confidence intervals; p p — vrijednost; MTHFR — metilentetrahidrofolat
reduktaza
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Prilog 2. Povezanost varijanti gena MTHFR, MTRR i nesindromskih prirodenih sréanih gresaka

Tablica 3. Povezanost varijanti gena MTHFR, MTRR i nesindromskih prirodenih sréanih greSaka — pregled istrazivanja

Ispitanici Iskljuéni
. ) . kriterij .
Polimorfizam Zemlja Ispitanici Majka Otac sindromske Vrsta PSG Rezultati Referenca
PSG
MTRR Kina - 740/683 DA PSG Nema uocene povezanosti [169]
rs1801394
MTHFR Indija 50/100 - DA PSG Nema uocene povezanosti [15]
rs1801133
MTHFR Kina - 569/652 DA PSG rs1801131 GG vs TT [260]
rs1801133 OR =5,18;95% CI 2,77 - 9,71
rs1801131
MTHFR Kina - 338/306 - PSG rs1801133
rs1801133 OR =6,24; 95 % Cl 2,87 — 13,56 [261]
rs1801131
MTHFR Kina - 193/234 - KSD rs1801133 TT vs CC
rs1801133 OR =2,47;95% Cl 1,42 — 4,32
rs1801131 rs1801131
MTRR AC vs AA [164]
rs1801394 OR =2,05;95% CI 1,28 - 3,21
CCvs AA
OR =2,20; 95 % CI 1,38 — 3,58
MTHFR Kina 346/237 - - PSG rs1801133 alel T [141]
rs1801133 OR =2,09; 95 % 1,455 — 3,024
MTRR Kina 183/201 - - VSD ucestalost genotipa AG u bolesnika s VSD-om znacajno se [258]
rs1801394 razlikovala od one u kontrolnoj skupini (OR = 3,147)
MTHFR Indija 32/32 32/32 - PSG rs1801133 CT c¢imbenik rizika za PSG;
rs1801133 kombinacija rs1801133 i rs1801394 medu oba para majka-
rs1801131 dijete povecan rizik za PSG [262]
MTRR
rs1801394
MTHFR Indija 71VSD - - VSD rs 1801133
rs1801133 74 TOF/ TOF OR=7,3;95%Cl: 0,8 -61
MTRR 147 VSD
rs1801394 OR =10; 95 % Cl 1- 92,2
rs1801394 [246]
AG+GG
OR=16;95%Cl:1-2,6
AG+GG ¢imbenik rizika za TOF
OR=1895%Cl:1-33
MTRR Egipat 100/100 - DA PSG rs1801394 povecan rizik od acijanoti¢nih PSG-a [263]
rs1801394
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Ispitanici Iskljuéni
. ) . kriterij .
Polimorfizam Zemlja Ispitanici Majka Otac sindromske Vrsta PSG Rezultati Referenca
PSG
MTHFR Kina - 21VsSD DA VSD rs1801133 povezan s fetalnim ne-VSD-om; rs1801394
rs1801133 78 neVSD povezan s fetalnim VSD-om [237]
MTRR 114
rs1801394 kontrola
MTHFR Kina 147/148 - - DA PSG TTvs CC
rs1801133 OR=6;95%Cl29-124
CTvs CC
OR =3,04; 95 % CI 1,55 -5,95
dominantni model TT/CT vs CC [141]
OR =3,91; 95 % CI 2,06 —7,44
recesivni model TT vs CT/CC
OR =2,62; 95 % ClI 1,60 -7,44
alel Tvs C
OR =2,26;95% Cl 1,64 — 3,12
MTHFR Indija 96/100 - - DA KSD rs1801131 CC
rs1801131 OR =4,073; 95 % CI 1,785 — 9,292 [264]
MTHFR Kina 150/150 - - - PSG rs1801133 CT
rs1801133 OR =2,249; 95 % CI 1,305 — 3,877 [265]
rs1801131 rs1801133 TT
OR =3,121; 95 % Cl 1,612 — 6,043
MTHFR Kina 138/207, 137/207 - - PSG rs1801131 CC
rs1801133 OR =3,67;95% CI 1,12 — 12,05) [266]
rs1801131 rs1801131 u djece
OR =1,42;95% Cl =1,00-2,44
MTHFR Turska 79/99 - - DA KSD rs1801131
rs1801133 AC: OR =2,48; 95 % Cl 1,24 — 4,95
rs1801131 CC:OR=3,01;95%Cl 1,16 — 7,83 [267]
AC+CC: OR =2,60; 95 % CI 1,36 — 4,99
C alel (p =0,028)
MTHFR Malezija 150/150 - - DA PSG rs1801131 €imbenik rizika za PSG [268]
rs1801133
rs1801131
MTRR
rs1801394
MTHFR Tajvan 17/34 - - DA PDA rs1801131 €imbenik rizika za PSG
rs1801133 [247]
rs1801131
MTHFR Kina 173/207 - - DA TOF rs1801133 TT vs CC OR =1,67; 95 % CI 1,01 — 2,75;
rs1801133 recesivni model CC/CT i TT genotip [243]
rs1801131 OR=1,81;95% ClI: 1,15 - 2,84, p = 0,010
MTHFR Turska 163/93 - - DA PSG Nema uocene povezanosti
rs1801133 [269]
rs1801131
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Ispitanici Iskljucni
Polimorfizam Zemlja o . . kriterij Vrsta PSG Rezultati Referenca
Ispitanici Majka Otac sindromske
PSG
MTHFR Meksiko - 31/62 - - PSG rs1801133 TT [143]
rs1801133 OR =5,9; 95 % Cl 1,67 — 20,63
MTHFR Kanada 156/69 181/ 65 - DA PSG rs1801394 protektivni ¢imbenik za VSD
rs1801133
rs1801131 [120]
MTRR
rs1801394
MTHFR Egipat 80/80 80/80 - DA PSG rs1801133 TT
rs1801133 rs1801131 CC [270]
rs1801131 cimbenici rizika za PSG
MTHFR Iran 123/125 - - DA VSD rs1801394 ¢imbenik rizika za VSD
rs1801133 [271]
MTRR
rs1801394
MTHFR Kina 160/180 - - - PSG rs1801133 u kombinacijis MTHFD G1958A i MTR A2756G
rs1801133 ¢imbenik rizika za PSG;
rs1801131 rs1801133 CT /TT i rs1801394 AG/GG ne predstavljaju [112]
MTRR ¢imbenike rizika za PSG
rs1801394
MTHFR Kina 244/136 - - DA KSD* rs1801133 TT [244]
rs1801133 OR = 3,46; 95 % CI 1,83 — 6,55
MTHFR Egipat 26/18 26/18 - DA PSG Neonatalni CTi TT
rs1801133 VSD: OR =5,2; 95 % CI 1,2 — 23,04; p= 0,025
PDA: OR = 33,8; 95 % CI 3,5-330,622; p= 0,000 [144]
neonatalni i maj¢éin CTiTT
TGA: OR = 26; 95 % CI 2,6-259,2; p=0,001; OR = 10 95 %
Cl 1,0 - 95,2; p=0,044
MTHFR Egipat 30/30 30/30 - DA PSG Znacajna razlika izmedu slucaja i kontrolnih skupina i izmedu
rs1801133 njihovih majki u pogledu polimorfizama gena MTHFR u [272]
rs1801131 egzonu 7
MTHFR Nizozemska 139/183 - - NE PSG Nema uocene povezanosti [273]
rs1801133
rs1801131
MTRR Kina 599/672 - - DA PSG rs1801394 GG genotip (OR = 1,545) [176]
rs1801394
MTHFR SAD 727 DA KSD - povezanost naslijedenog genotipa rs1801131 i KSD
rs1801133 - interakcija maj¢inog rs1801133/CBS 844ins68 moze biti
rs1801131 povezana s rizikom od KSD u potomaka [274]
MTRR
rs1801394
MTHFR SAD - 572/363 - DA PSG rs1801133 i stil zivota majke imbenik rizika za PSG [145]
rs1801133
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Ispitanici Iskljuéni
. ) . kriterij .
Polimorfizam Zemlja Ispitanici Majka Otac sindromske Vrsta PSG Rezultati Referenca
PSG

MTHFR Portoriko 271220 271220 - DA PSG rs1801133 €imbenik rizika za PSG

rs1801133 [146]

rs1801131

MTHFR Kina 502/527 - - DA PSG Nema uocene povezanosti

rs1801133 [275]

rs1801131

MTHFR SAD 328/477 - - - PSG rs1801133 TT [276]

rs1801133 OR=3,5;95% CI1,4-8,6

MTHFR SAD 214/220 - - - KSD Nema uocene povezanosti

rs1801133

MTRR (277]

rs1801394

MTHFR Portugal 38/251 - - - TOF Cimbenik rizika za TOF [147]

rs1801133

MTHFR SAD 651 DA KSD rs1801131

rs1801133 AC vs AA: OR =0,67; 95 % CI 0,53 — 0,84

rs1801131 CCvs AA: OR =0,74; 95 % CI 0,50 — 1,12 [167]

MTRR

rs1801394

MTHFR Nizozemska 229/251 DA PSG Nisu jaki ¢imbenici rizika [278]

rs1801133

rs1801131

MTRR Nizozemska 229/251 230/251 229/251 DA PSG Genotipovi rs1801394 GG i TC 776 GG kod majki i djece

rs1801394 mogu pridonijeti riziku od PSG-a, osobito kada je status [175]
vitamina B12 u majke nizak.

MTHFR Austrija - 31/31 31/31 DA PDG Nema uocene povezanosti [279]

rs1801133

MTHFR Brazil 58/38 49/26 - DA PSG Nema uoéene povezanosti

rs1801133 [280]

rs1801131

MTHFR SAD - 275/118 - DA PSG Povisene vrijednosti homocisteina

rs1801133 OR= 1,64 [95% CI 1,41-1,91]

rs1801131 pusenje OR= 1,72 [95% CI 0,95-3,14] [281]
kombinacija: pusenje, visoke razine homocisteina i
rs1801133 CC
OR=11,8 [95% CI 2,59-53,3]

MTHFR Protektivni uc¢inak rs1801131

rs1801133 SAD 347 341 290 DA PSG [166]

rs1801131 343 335 276

MTHFR Nizozemska 165/220 158/261 - DA PSG rs1801133 CT i TT genotip + unos folne kiseline

rs1801133 OR=3,3;95%Cl 1,46 — 7,32 [282]
za konotrunkalne PSG u potomaka
OR=16,3:95% Cl 2,32 - 17,27
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Ispitanici Iskljuéni
. ) . kriterij .
Polimorfizam Zemlja Ispitanici Majka Otac sindromske Vrsta PSG Rezultati Referenca
PSG
MTRR Nizozemska 169/213 159/245 - DA PSG rs1801394
rs1801394 - pojedinac¢no nema uocene povezanosti [174]
- GG u kombinaciji s visokom koncentracijom
metilmalonske kiseline (OR= 3,3; 95 % CI 0,86-12,50)
MTHFR Kina 56/104 - ASD ASD: TT prema CT
rs1801133 PDA OR=4,08; 95 % Cl 1,28 — 13,24 [245]
PDA: TT prema CCi CT .
OR=3,44; 95 % C1 0,89 — 16,13i 2,38; 95 % CI 0,92-6,14
MTHFR Kina 213/195 - - - PSG Povezanost s odredenim vrstama PSG-a [283]
rs1801133
MTHFR SAD 155/437 - - DA KSD Nema uocene povezanosti [284]
rs1801133
MTHFR Brazil 91 PSG + 147 roditelji - PSG Nema uocene povezanosti [134
rs1801133
MTHFR SAD 197 DA PSG Nema uocene povezanosti [252]
rs1801133
rs1801131
MTHFR Italija 103 103/200 103 DA KSD Nema uocene povezanosti
rs1801133 (285]
rs1801131
MTHFR SAD - 26/116 - DA PSG rs1801133 ili poremecaj razine homocisteina (50 %; p = [138]
rs1801133 0,003); kombinacija poremeéaja razine homocisteina i
rs1801133 (12 %,; p = 0,006)
MTHFR Njemacka 114/228 - - DA PSG rs1801133 TT [137]
rs1801133 OR=22;Cl95%12-4,3

MTHFR — metilentetrahidrofolat reduktaza; MTRR — 5-metiltetrahidrofolat-homocistein metiltransferasa reduktaza; PSG — prirodene sréane greSke; KSD — konotrunkalni sréani defekti; VSD —
ventrikularni septalni defekt; TOF — Fallotova tetralogija; TGA — transpozicija velikih arterija; PDA — otvoreni arterijski duktus; ASD — atrijski septalni defekt; MTHFD — metilenetetrahidrofolate

dehidrogenaza; MTR - metionin-sintetaza; OR — Odds ratios; CL — 95% confidence intervals; p p — vrijednost
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Tablica 4. Povezanost varijanti gena MTHFR, MTRR i nesindromskih prirodenih sréanih greSaka — metaanalize

Iskluéni kriterij

Polimorfizam Broj ¢lanaka sindromske PSG Rezultati Referenca
MTHFR T vs C alel
rs 1801133 3 DA OR= 1,89; 95 % CI 1,31 — 2,74: p <0,0004 [12]
MTHFR rs1801133 ¢imbenik rizika za PSG u ukupnoj populaciji
rs 1801133 . . . _ _
dominantni model: OR =1,38,95 % Cl = 1,14 — 1,69
recesivnh model: OR =1,49, 95 % Cl =1,83 -1,87
26 NE alel model: OR=1,33,95% Cl=1,14 - 1,55 [15]
- stratifikacija prema etni¢koj pripadnosti, u azijskoj populaciji
dominantni model: TT + TC vs CC; OR =1,50, 95 % Cl = 1,12 - 2,01
recesivni model: TTvs TC + CC; OR=1,67,95% Cl =1,21-2,31
alel model Tvs C: OR=1,42;95% CI: 1,15-1,76
MTHFR 15 ) recesivni model: OR: 1,35, 95 % CI: 1,06 — 1,71, p = 0,006 za ukupnu populaciju. [150]
rs 1801133 azijati u recesivnom modelu OR =1,35,95% Cl =1,06-1,71, p = 0,014
MTHFR rs 1801133 povezan sa znacajno povecanim rizikom za razvojem PSG-a u fetalnoj populaciji;
rs 1801133 alelni model; OR=1,32, 95 % Cl =1,14 — 1,53
rs18011131 rs18011131
recesivni model OR = 1,69, 95 %CI = 1,25 — 2,30
32 ) dominantni model OR = 1,35, 95 %Cl = 1,11 - 1,64 [126]
heterozigotni model OR = 1,20, 95 % Cl = 1,01 - 1,41
homozigotni model OR =1,75, 95 % CIl = 1,31 — 2,33
ukupna populacija
recesivni model CC vs CA+AA: OR = 1,42, 95 % Cl =1,10 — 1,84, p = 0,008
zastitnu ulogu rs18011131 alela C potrebno je dodatno istraziti
MTHFR rs1801131 i rs1801133 rizik za razvoj PSG-a u azijske i bijele populacije
rs1801133 rs1801394 rizik za razvoj PSG-a u azijske populacije
rs1801131 47 NE [140]
MTRR
rs1801394
MTHFR rs1801131 ¢imbenik rizika za razvoj PSG
rs1801131
16 NE recesivni model CC vs AA+AC: OR = 1,38, 95 % CL: 1,10 — 1,73 za cjelokupnu populaciju; [151]
analiza podskupina — povezanost kod osoba bez DS-om u genetskim modelima
CC vs AA; CC vs AC i recesivni model
MTHFR 19 ) Fetus: TT genotip recesivni model (TT prema TC+CC: OR = 1,26; [95 % CI = 1,06-1,51]; p = 0,009) [152]
rs1801133 Majke: TT genotip recesivni model (TT prema TC+CC: OR =1,52; [95 % Cl = 1,09-2,11]; p = 0,01)
MTHFR rs1801133 €imbenik rizika u svim genetickim modelima za azijsku djecu i majke
rs1801133 - T vs C alel za bijelu pedijatrijsku populaciju: OR = 1,163, 95 % CI = 1,008-1,342
rs1801131 35 ) - T vs C alel (ukupno) OR = 1,125, 95 % CI = 1,043-1,214) [153]
- dominantni model OR = 1,216, 95 % CI: 1,096-1,348 za populaciju majki bijele rase.
rs1801131
- CC vs AC za hijelu pedijatrijsku populaciju OR = 1,484, 95 % Cl = 1,035 — 2,128
MTRR 8 NE G alel povecan rizik za razvoj PSG [161]
rs1801394 OR =1,35, 95% CI = 1,14-1,59, p<0,001
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Polimorfizam Broj ¢lanaka silslélrgi?élgtsgje Rezultati Referenca
MTRR Gvs A:OR: 1,163, 95 % Cl 1,016 — 1,330
rs1801394 GG vs AA: OR =1,332, [95 % CI 1,020 —1,740, p = 0,035
dominantni model GG/AG vs AA: OR= 1,218, 95 % CI 1,001 — 1,482
8 DA G vs A: OR=1,163, 95 % CI 1,016 —1,330 u populaciji azijata [177]
GG vs AA: OR =1,427, 95 % CI 1,017 —2,001
Gvs A: OR =1,203, 95 % Cl 1,018 — 1,422]
Nije dokazana povezanost u bijeloj populaciji.
MTHFR Nema uocene povezanosti
rs1801133 22 DA [16]
MTHFR Alelni model pokazao je zna€ajnu povezanost s rizikom za razvoj PSG-a
rs1801133 29 DA azijska populacija: OR=1,46, 95 % CI=1,16 — 1,83 [286]
europska populacija: OR=1,30, 95 % CI=1,04 — 1,62
MTHFR Cimbenik rizika za razvoj PSG-a
rs1801133 20 NE [155]
MTHFR 6 NE Znacajna povezanost izmedu maj€inog polimorfizma rs1801133 i PSG-a [154]
rs1801133 CCvs TT; OR = 0,65, 95 % CI = 0,44 — 0,96 u kineskoj populaciji
MTHFR 13 - Nema uocene povezanosti [148]
rs1801133
MTHFR 11 (PSG) - Toksiéni u¢inak homocisteina je vazan ¢imbenik rizika za fetalni PSG.
rs1801133 rs1801133 i rs1801131 nisu ¢imbenici rizika za razvoj PSG- a [149]
rs1801131

MTHFR — metilentetrahidrofolat reduktaza; MTRR — 5-metiltetrahidrofolat-homocistein metiltransferasa reduktaza; PSG — prirodene sréane greske; OR — Odds ratios; CL — 95% confidence intervals;
p p — vrijednost
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Prilog 3. Povezanost varijanti gena MTHFR, MTRR i prirodenih sréanih greSaka u Downovu sindromu

Tablica 5. Povezanost varijanti gena MTHFR, MTRR i prirodenih sréanih greSaka u Downovu sindromu — pregled istrazivanja

. ) . Ispitanici Vrsta
Polimorfizam Zemlja Ispitanici Majka Otac PSG Nalaz Referenca
MTHFR Indija - MDSPSG+ PSG rs1801133 CT/TT + unos folne kiseline tijekom trudnoce [4]
rs1801133 40 OR=1,909; 95 % CI 0,628 +5,79
MTRR MDSPSG- bez unosa folne kiseline tijekom trudnoce
rs1801131 60 OR=6,909; 95 % CI 1,23 +38,51
Kontrola 50
MTHFR Indija DS-AVSD - AVSD - alel T povezan s poveéanim rizikom za AVSD u skupinama: [156]
rs1801133 479 DS-AVSD vs kontrolna skupina
DS OR=1,75, p< 0,0001
540 kontrol-AVSD vs kontrolna skupinu OR=1,325, p=0,021
Kontrol-AVSD DS-AVSD vs Kontrol-AVSD
321 OR=321, p=0,01
Kontrola - znacajno vecu ucestalost u skupini DS-AVSD vs kontrolna
409 skupina:
- rs 18011330 CT
OR=1,67; p=0,0004
- rs 1801130 TT
OR=3,418; p<0,0001
in-silico analiza: rs1801133 utje€e na funkciju proteina i
smanjuje aktivnost enzima
MTRR Hrvatska 78177 72174 PSG Nema uocene povezanosti [17]
rs1801294 - majke rs1801294 GG + unos folne kiseline od 4-tog tjedna
prije trudnoce do 8-og tjedna trudnoc¢e ¢e$cée imaju DSPSG+
dijete (p = 0,028) u odnosu na majke koje nikada nisu uzimale
folnu kiselinu. (p = 0,015).
MTRR Indija 60/60 - PSG rs1801294 povecan rizik za razvoj PSG-a [178]
rs1801294 AG vs AA
OR =13,3; 95 % Cl = 1,59 — 111, p <0,001
dominantni model AG + GG vs AA,;
OR =1,49 95 % CI: 0,73 — 3,07, p= 0,20
MTHFR Saudijska 26/73 - PSG Nema uocene povezanosti [158]
rs1801133 Arabija - dob majke ¢imbenik rizika za PSG u djece
rs1801131 OR =5,32; 95 % CI 1,43 — 19,82; p=0,013
MTHFR Egipat 116 51/65 ASD Nema uocene povezanosti [159]
rs1801133 VSD
rs1801131 PDA
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. ) . Ispitanici Vrsta
Polimorfizam Zemlja \Spitanici Majka Otac PSG Nalaz Referenca
MTHFR Egipat - MDS+PSG+ 25 | - ASD Cimbenik rizika za septalne defekte u DS potomaka [157]
rs1801133 MDS-PSG+ 35 VSD
Kontrola AVSD
61 AV kanal
MTHFR Hrvatska 54/58 52/55 - PSG Nema uocene povezanosti [160]
rs1801133
rs1801131
MTHFR SAD 121/122 AVSD Cesce nasliedivanje A alela MTHFR rs1801131 u DS osoba s [165]
rs1801133 AVSD-om
rs1801131
MTRR
rs1801294
MTHFR C677T Brazil - 90/149 - PSG rs1801133 CT ili TT povecan rizik za PSG u DS potomaka OR = [47
rs1801133 2,07;95% Cl=1,18 - 3,61
rs1801131 rs1801133 CT ili TT + bez unosa folne kiseline znac¢ajan
¢imbenik rizika za DSPSG+
OR =2,26; 95 % Cl = 1,25 - 4,09
rs1801131 ne predstavlja Eimbenik rizika

MTHFR — metilentetrahidrofolat reduktaza; MTRR — 5-metiltetrahidrofolat-homocistein metiltransferasa reduktaza; PSG — prirodene sréane greske; DS — Downov sindom; MDSPSG+ — majke djece
s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom; MDSPSG- —majke djece s Downovim sindromom bez prirodene sréane greske; AV kanal — atrioventrikularni kanal; ASD — atrijski septalni
defekt; AVSD - atrioventrikularni septalni defekt; VSD — ventrikularni septalni defekt; PDA — otvoreni arterijski duktus;; DSPSG+ — osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greskom;
OR — Odds ratios; CL — 95% confidence intervals; p p — vrijednost
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Prilog 4. Analiza kombinacija varijanti gena

Tablica 20. Ucestalost kombinacije genotipova DNMT1 rs2228611 i DNMT3A rs1550117 u
ispitanika (N=126) i kontrola (N=119)

DNMTL DNMT3A

152228611 | rs1550117

Genotip DEFZ;();““ D(S,\TO/SO)G' OR (95% Cl) b
AA AA 0(0,0) 1(0,84) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
AA AG 5 (3,97) 3(2,52) 1,60 (0,37 - 6,84) 0,528
AA GG 26 (20,63) | 34 (2857) | 0,65 (0,36 - 1,17) 0,150
AG AA 1(0,79) 0(0,0) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
AG AG 13(10,32) | 12(10,08) | 1,03 (0,45-2,35) 0,052
AG GG 64 (50,79) | 53 (4454) | 1,29 (0,78—2,13) 0,328
GG AA 0(0,0) 0(0,0) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
GG AG 3(2,39) 2 (1,68) 1,43 (0,23 - 8,69) 0,700
GG GG 14(11,11) | 14(11,76) | 0,94 (0,43 —2,06) 0,872
UKUPNO 126 119

DNMT — DNK metiltransferaza; DSPSG+ osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom; DSPSG- osobe s Downovim
sindromom bez prirodene sréane greSke; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

Tablica 21. Ucestalost kombinacije genotipova DNMT1 rs2228611 i DNMT3B rs1569686 u
ispitanika (N=127) i kontrola (N=120)

DNMT1 DNMT3A

rs2228611 rs1569686

Genotip DEF)(;();+ D(SI\TO/SO)G OR (95% CI) p
AA GG 9 (7,09) 9 (7,50) 0,94 (0,36 — 2,46) 0,901
AA TG 18 (14,17) | 24 (20,00) 0,66 (0,34 — 1,29) 0,225
AA T 4 (3,15) 5 (4,17) 0,75 (0,20 — 2,85) 0,671
AG GG 31 (24,41) | 28 (23,33) 1,06 (0,59 — 1,91) 0,843
AG TG 36 (28,35) | 32 (26,67) 1,09 (0,62 — 1,90) 0,768
AG T 12 (9,45) | 6(5,00) 1,98 (0,72 — 5,46) 0,186
GG GG 10(7,87) | 5 (417) 1,97 (0,65 — 5,93) 0,230
GG TG 6 (4,72) 8 (6,67) 0,69 (0,23 — 2,06) 0,511
GG T 1(0,79) 3(2,50) 0,31 (0,03 — 3,02) 0,313
UKUPNO 127 120

DNMT — DNK metiltransferaza; DSPSG+ osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom; DSPSG- osobe s Downovim
sindromom bez prirodene sréane greske; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti
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Tablica 22. Ucestalost kombinacije genotipova DNMT1 rs2228611 i DNMT3B rs2424913 u

ispitanika (N=124) i kontrola (N=116)

DNMTL DNMT3B
152228611 | rs2424913

Genotip DEP(;S* D(S,\TO/SO)G' OR (95% Cl) b
AA cc 6484 | 10(8,62) 0,54 (0,19 — 1,53) 0,247
AA cT 15 (12,10) | 21 (18,10) 0,62 (0,30 — 1,28) 0,195
AA T 8645 | 4(345) 1,93 (0,57 - 6,59) 0,294
AG cC 27 (21,77) | 20 (17.24) 1,34 (0,70 — 2,54) 0,377
AG cT 32 (25,81) | 35 (30,17) 0,81 (0,46 — 1,42) 0,452
AG T 19 (1532) | 10 (8,62) 1,02 (0,85 - 4,32) 0,116
GG cC 8645 | 5431 1,53 (0,49 — 4,82) 0,467
GG cT 5403 | 10(862) 0,45 (0,15 — 1,34) 0,151
GG T 4323 | 1(0.86) 3,83 (0,42 — 34,81) 0,233
UKUPNO 124 116

DNMT — DNK metiltransferaza; DSPSG+ osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom; DSPSG- osobe s Downovim

sindromom bez prirodene sréane greSke; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

Tablica 23. Ucestalost kombinacije genotipova DNMT1 rs2228611 i MTHFR rs1801133 u
ispitanika (N=129) i kontrola (N=120)

DNMTL MTHFR

rs2228611 | rs1801133

Genotip DEP(OS/OC)* D(S[\'T;)G' OR (95% CI) D
AA cc 10 (7,75) | 15 (12,50) 0,59 (0,25 - 1,37) 0,217
AA cT 19 (14,73) | 18 (15,00) 0,98 (0,49 — 1,97) 0,952
AA T 2 (1,55) 5 (4,17) 0,362 (0,07 —1,90) 0,230
AG cc 32 (24,81) | 34 (28,33) 0,83 (0,48 — 1,47) 0,529
AG cT 38 (29,46) | 29 (24,17) 1,31 (0,75 - 2,30) 0,348
AG T 10 (7,75) | 3(2,50) 3,28 (0,88 — 12,21) 0,077
GG cc 7 (5,43) 8 (6,67) 0,80 (0,28 — 2,29) 0,682
GG CT 8 (6,20) 5 (4,17) 1,52 (0,48 — 4,78) 0,474
GG T 3(2,33) 3(2,50) 0,92 (0,18 - 4,65) 0,921
UKUPNO 129 120

DNMT — DNK metiltransferaza; DSPSG+ osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom; DSPSG- osobe s Downovim
sindromom bez prirodene sréane greSke; MTHFR — metilentetrahidrofolat reduktaza; OR — omijer rizika; Cl — interval pouzdanosti
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Tablica 24. U€estalost kombinacije genotipova DNMT1 rs2228611 i MTRR rs1801394 u ispitanika
(N=128) i kontrola (N=120)

DNMT1 MTRR
rs2228611 rs1801394

Genotip DEP(;S* D(S,\TO/SO)G' OR (95% Cl) b
AA AA 7647 | 7583 0,93 (0,32 - 2,75) 0,001
AA AG 18 (14,06) | 18 (15,00) 0,93 (0,46 — 1,89) 0,834
AA GG 6469 | 13(10,83) 0,40 (0,15 — 1,10) 0,077
AG AA 19 (14,84) | 12 (10,00) 1,57 (0,73 - 3,39) 0,252
AG AG 41(32,03) | 41 (3417 0,91 (0,53 — 1,54) 0,721
AG GG 20 (15,63) | 13 (10,83) 1,52 (0,72 - 3,22) 0,269
GG AA 3234 | 3250 0,94 (0,19 — 4,73) 0,036
GG AG 10781 | 11 @.17) 0,84 (0,34 — 2,06) 0,702
GG GG 4313) | 2(L67) 1,90 (0,34 — 10,57) 0,462
UKUPNO 128 120

DNMT — DNK metiltransferaza; DSPSG+ osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom; DSPSG- osobe s Downovim
sindromom bez prirodene sréane greSke; MTRR — 5-metiltetrahidrofolat-homocistein metiltransferasa reduktaza; OR — omijer rizika;

Cl — interval pouzdanosti

Tablica 25. Ucestalost kombinacije genotipova DNMT3A rs1550117 i DNMT3B rs1569686 u

ispitanika (N=126) i kontrola (N=119)

DNMT3A DNMT3B

rs1550117 | rs1569686

Genotip DEP(OS/OC)* D(S[\'T;)G' OR (95% CI) D
AA GG 0 (0,00) 0 (0,00) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
AA TG 1(0,79) 1(0,84) 0,94 (0,06 —15,27) 0,968
AA T 0 (0,00) 0 (0,00) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
AG GG 7 (5,56) 8 (6,72) 0,82 (0,29 — 2,33) 0,704
AG TG 11(8,73) | 6 (5,04) 1,80 (0,64 — 5,04) 0,262
AG T 3(2,38) 3(2,52) 0,94 (0,19 - 4,77) 0,944
GG GG 42 (33,33) | 33 (27,73) 1,30 (0,75 - 2,25) 0,342
GG TG 48 (38,10) | 57 (47,90) 0,67 (0,40 — 1,11) 0,122
GG T 14 (11,11) | 11(9,24) 1,23 (0,53 - 2,82) 0,630
UKUPNO 126 119

DNMT — DNK metiltransferaza; DSPSG+ osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom; DSPSG- osobe s Downovim

sindromom bez prirodene sréane gresSke; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti
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Tablica 26. UcCestalost kombinacije genotipova DNMT3A rs1550117 i MTHFR rs1801133 u
ispitanika (N=126) i kontrola (N=119)

DNMT3A MTHFR
rs1550117 | rs1801133

Genotip DEP(;S* D(S,\TO/SO)G' OR (95% Cl) b
AA cc 0(0,000 | 0(0,00) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
AA cT 1(079) | 1(0,84) 0,94 (0,06 — 15,27) 0,068
AA T 0(0,000 | 0(0,00) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
AG cC 10 (7,94) | 75,88 1,38 (0,51 -3,75) 0,529
AG cT 8635 | 7589 1,08 (0,38 — 3,09) 0,879
AG T 3238 | 3252 0,94 (0,19 — 4,77) 0,044
GG cC 38 (30,16) | 49 (41,18) 0,62 (0,36 — 1,05) 0,073
GG cT 54 (42,86) | 44 (36,97) 1,28 (0,77 - 2,14) 0,348
GG T 12052 | 8672 1,46 (0,58 - 3,71) 0,426
UKUPNO 126 119

DNMT — DNK metiltransferaza; DSPSG+ osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom; DSPSG- osobe s Downovim
sindromom bez prirodene sréane greSke; MTHFR — metilentetrahidrofolat reduktaza; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

Tablica 27. UCestalost kombinacije genotipova DNMT3A rs1550117 i MTHFR rs1801131 u
ispitanika (N=126) i kontrola (N=119)

DNMT3A MTHFR

rs1550117 rs1801131

Genotip DEF)(;();+ D(SI\TO/SO)G OR (95% CI) p
AA AA 0 (0,00) 1(0,84) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
AA AC 1(0,79) 0 (0,00) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
AA cc 0 (0,00) 0 (0,00) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
AG AA 13(10,32) | 9 (7,56) 1,41 (0,58 — 3,42) 0,453
AG AC 7 (5,56) 8 (6,72) 0,82 (0,29 — 2,33) 0,704
AG cc 1(0,79) 0 (0,00) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
GG AA 60 (47,62) | 43 (36,13) 1,61 (0,96 — 2,68) 0,070
GG AC 42 (33,33) | 54 (45,38) 0,60 (0,36 — 1,01) 0,054
GG cC 2 (1,59) 4 (3,36) 0,46 (0,08 — 2,58) 0,380
UKUPNO 126 119

DNMT — DNK metiltransferaza; DSPSG+ osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom; DSPSG- osobe s Downovim
sindromom bez prirodene sréane greSke; MTHFR — metilentetrahidrofolat reduktaza; OR — omijer rizika; Cl — interval pouzdanosti
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Tablica 28. UcCestalost kombinacije genotipova DNMT3A rs1550117 i MTRR rs1801394 u

ispitanika (N=126) i kontrola (N=119)

DNMT3A MTRR
rs1550117 | rs1801394

Genotip DEP(;S* D(S,\TO/SO)G' OR (95% Cl) b
AA AA 0(0,000 | 0(0,00) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
AA AG 1(079) | 1(0,84) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
AA GG 0(0,000 | 0(0,00) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
AG AA 4317 | 1084 3,87 (0,43 — 35,12) 0,229
AG AG 14 (11,11) | 14 (11,76) 0,94 (0,43 — 2,06) 0,872
AG GG 3238 | 2(169) 1,43 (0,23 - 8,69) 0,700
GG AA 24 (19,05) | 21 (17,65) 1,10 (0,57 — 2,10) 0,777
GG AG 53 (42,06) | 54 (45,38) 0,87 (0,53 — 1,45) 0,601
GG GG 27 (21,43) | 26 (21,85) 0,98 (0,53 — 1,79) 0,036
UKUPNO 126 119

DNMT — DNK metiltransferaza; DSPSG+ osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom; DSPSG- osobe s Downovim
sindromom bez prirodene sréane greSke; MTRR — 5-metiltetrahidrofolat-homocistein metiltransferasa reduktaza; OR — omijer rizika;

Cl — interval pouzdanosti

Tablica 29. Ucestalost kombinacije genotipova DNMT3B rs1569686 i DNMT3B rs2424913 u

ispitanika (N=124) i kontrola (N=116)

DNMT3B DNMT3B
rs1569686 | rs2424913

Genotip DEP(OS/OC)* D(S[\'T;)G' OR (95% CI) D
GG cc 33 (26,61) | 30 (25,86) 1,04 (0,58 — 1,85) 0,895
GG cT 10(8,06) | 6 (5,17) 1,61 (0,57 — 4,58) 0,373
GG T 6 (4,84) 6 (5,17) 0,93 (0,29 — 2,98) 0,906
TG cc 2 (1,61) 4 (3,45) 0,46 (0,08 — 2,55) 0,374
TG cT 41 (33,06) | 52 (44,83) 0,61 (0,36 — 1,03) 0,062
TG T 15(12,10) | 6 (5,17) 2,52 (0,94 — 6,74) 0,065
T cc 6 (4,84) 1 (0,86) 5,85 (0,69 — 49,33) 0,105
T cT 1(0,81) 8 (6,90) 0,11 (0.01 - 0,89) 0,039
T T 10(8,06) | 3(2,59) 3,30 (0.89 — 12,32) 0,075
UKUPNO 124 116

DNMT — DNK metiltransferaza; DSPSG+ osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom; DSPSG- osobe s Downovim

sindromom bez prirodene sréane gresSke; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti
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Tablica 30. Ucestalost kombinacije genotipova DNMT3B rs1569686 i MTRR rs1801394 u

ispitanika (N=130) i kontrola (N=124)

DNMT3B MTRR
(51569686 | rs1801394

Genotip DEP(;S* D(S,\TO/SO)G' OR (95% Cl) b
GG AA 15 (11,54) | 9 (7,26) 1,67 (0,70 — 3,96) 0,248
GG AG 24 (18,46) | 25 (20,16) 0,90 (0,48 — 1,67) 0,732
GG GG 11(846) | 11(887) 0,95 (0,40 — 2,28) 0,008
TG AA 14 (10,77) | 12 (9,68) 1,13 (0,50 — 2,54) 0,774
TG AG 32 (24,62) | 37 (29,84) 0,77 (0,44 — 1,34) 0,350
TG GG 17 (13,08) | 16 (12,90) 1,02 (0,49 - 2,11) 0,067
T AA 2154 | 2(w6)) 0,95 (0,13 — 6,87) 0,062
T AG 13 (10,00) | 10 (8,06) 1,22 (0,52 — 2,90) 0,645
T GG 2154 | 2(w6)) 0,95 (0,13 — 6,87) 0,062
UKUPNO 130 124

DNMT — DNK metiltransferaza; DSPSG+ osobe s Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom; DSPSG- osobe s Downovim
sindromom bez prirodene sréane greSke; MTRR — 5-metiltetrahidrofolat-homocistein metiltransferasa reduktaza; OR — omijer rizika;
Cl — interval pouzdanosti

Tablica 31. Ucestalost kombinacije genotipova MTHFR rs1801133 i MTRR rs1801394 u u

ispitanika (N=133) i kontrola (N=124)

MTHFR MTRR
rs1801133 rs1801394

Genotip DEP(OS/OC;* D(Sl\'i,z)e' OR (95% ClI) p
cc AA 11 (8,27) 10 (8,06) 1,03 (0,42 — 2,51) 0,952
cc AG 26 (19,55) | 32 (2581) 0,70 (0,39 — 1,26) 0,232
cc GG 13(9,77) | 16(12,90) 0,73 (0,34 — 1,59) 0,430
cT AA 18 (13,53) | 12(9,68) 1,46 (0,67 - 3,17) 0,338
cT AG 36 (27,07) | 32 (25,81) 1,07 (0,61 - 1,86) 0,819
cT GG 14 (10,53) | 11(8,:87) 1,21 (0,53 - 2,77) 0,655
N AA 3(2,26) 1(0,81) 2,84 (0,29 — 27,66) 0,369
Ny AG 8 (6,02) 8 (6,45) 0,93 (0,34 — 2,55) 0,885
N GG 4 (3,01) 2 (1,61) 1,89 (0,34 — 10,51) 0,467
UKUPNO 133 124

MTHFR — metilentetrahidrofolat reduktaza; MTRR — 5-metiltetrahidrofolat-homocistein metiltransferasa reduktaza; DSPSG+ osobe s
Downovim sindromom i prirodenom sréanom greSkom; DSPSG- osobe s Downovim sindromom bez prirodene sréane greske; OR —
omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti
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Prilog 5. Povezanost varijanti gena MTHFR, MTRR i DNMT s vrstom prirodene sréane

greske kod osoba s Downovim sindromom

Tablica 43. Uc€estalost i povezanost varijante gena DNMT1 rs2228611 kod osoba s Downovim
sindromom i atrioventrikularnim septalnim defektom (DSAVSD) (N = 31) i atrijskim i ventrikularnim
septalnim defektom (DS ASD/VSD) (N = 98)

DS
DNMT 1 DSAVSD 0
ASD/VSD X2 OR (95% CI) p
0
rs2228611 N (%) N (%)
AA o 9 (29,03) 22 (22,45) 0,56 1,41 (0,57 — 3,51) 0,455
AG é 19 (61,29) 61 (62,24) 0,01 0,96 (0,42 — 2,20) 0,924
]
GG O] 3(9,68) 15 (15,31) 0,24 0,59 (0,16 — 2,20) 0,560
A _ 37 (59,68) 105 (53,57)
o 0,71 1,28 (0,2-2,9) 0,399
G < 25 (40,32) 91 (46,43)
AA+AG vs GG 0,24 1,69 (0,45 — 6,26) 0,560
AA vs AG + GG 0,56 1,41 (0,57 — 3,51) 0,455
Geneticki model AA vs GG 0,39 2,05 (0,47 — 8,83) 0,494
AA vs AG 0,33 1,31 (0,52 - 3,33) 0,565
GG vs AG 0,11 0,64 (0,17 — 2,46) 0,756

DNMT — DNK metiltransferaza; x2 — Hi-kvadrat test; p p — vrijednost; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

Tablica 44. Uc€estalost i povezanost varijante gena DNMT1 rs2228611 kod osoba s Downovim
sindromom i ventrikularnim septalnim defektom (VSD) (N = 30) i atrioventrikularnim i atrijskim
septalnim defektom (DS AVSD/ASD) (N = 99)

DS
DNMT 1 DSVSD 0
AVSD/ASD | X2 OR (95% ClI) p
0,
rs2228611 N (%) N (%)
AA a 4 (13,33) 27 (27,27) | 1,75 0,41 (0,13 — 1,29) 0,147
AG ‘g 23 (76,67) 57 (57,58) | 3,56 2,42 (0,95 — 6,17) 0,059
(]
GG 0} 3(10,00) 15 (15,15) | 0,17 0,62 (0,17 — 2,31) 0,564
A _ 31 (51,67) 111 (56,06)
Q 0,36 0,84 (0,47 — 1,49) 0,549
G < 29 (48,33) 87 (43,94)
AA+AG vs GG 0,17 1,61 (0,43 — 5,96) 0,564
AAvs AG + GG 1,75 0,41 (0,13 - 1,29) 0,147
Geneticki model AA vs GG 0,00 0,74 (0,15 - 3,76) 0,697
AA vs AG 2,25 0,37 (0,12 - 1,17) 0,091
GG vs AG 0,57 0,50 (0,13 - 1,88) 0,384

DNMT — DNK metiltransferaza; x2 — Hi-kvadrat test; p p — vrijednost; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti
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Tablica 45. U€estalost i povezanost varijante gena DNMT1 rs2228611 kod osoba s Downovim
sindromom s atrijskim septalnim defektom (DSASD) (N = 46) i atrioventrikularnim i ventrikularnim
septalnim defektom (DS AVSD/VSD) (N = 83)

DS
DNMT 1 DSASD 0
AVSD/VSD X2 OR (95% ClI) p
0,
rs2228611 N (%) N (%)
AA a 13 (28,26) 18 (21,69) | 0,70 1,42 (0,62 —3,25) 0,402
AG S 25 (54,35) 55 (66,27) | 1,78 0,61 (0,29 — 1,27) 0,182
Q
GG O} 8 (17,39) 10 (12,05) | 0,70 1,54 (0,56 — 4,22) 0,401
A _ 51 (55,43) 91 (54,82)
o 0,01 1,03 (0,61 -1,71) 0,924
G < 41 (44,57) 75 (45,18)
AA+AG vs GG 0,70 0,65 (0,24 — 1,78) 0,401
AA vs AG + GG 0,70 1,42 (0,62 — 3,25) 0,402
Geneticki model
AA vs GG 0,03 0,90 (0,28 — 2,91) 0,865
AA vs AG 1,13 1,59 (0,68 — 3,74) 0,287
GG vs AG 1,15 1,76 (0,62 — 4,99) 0.285

DNMT — DNK metiltransferaza; x2 — Hi-kvadrat test; p p — vrijednost; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

Tablica 46. UCestalost i povezanost varijante gena DNMT3A rs1550117 kod osoba s Downovim
sindromom i atrioventrikularnim septalnim defektom (DSAVSD) (N = 30) i atrijskim i ventrikularnim
septalnim defektom (DS ASD/VSD) (N = 96)

DNMT3A DS
rs1550117 DEA(E;S)D ASD/VSD X2 OR (95% ClI) P
0 N (%)
AA a 0 (0,00) 1(1,04) 0,00 | 0,00 (0,00 - 0,00) 0,000
AG S 5 (16,67) 16 (16,67) | 0,00 1,00 (0,33 - 3,0) 1,000
[}
GG O 25 (83,33) 79(82,29) | 0,02 | 1,08 (0.36 - 3,21) 0,896
A _ 5 (8,33) 18 (9,38)
S 0,06 | 0,88 (0,31 —2,48) 0,807
G < 55 (91,67) 174 (90,63)
AA+AG vs GG 0,02 | 0,93(0,31-2,76) 0,896
AA Vs AG + GG 0,00 | 0,00 (0,00 - 0,00) 0,000
Geneti¢ki model AA vs GG 0,00 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
AA Vs AG 0,00 | 0,00 (0,00 - 0,00) 0,000
GG vs AG 0,00 | 1,01(0,34-3,04) 0,982

DNMT — DNK metiltransferaza; x2 — Hi-kvadrat test; p p — vrijednost; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti
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Tablica 47. U€estalost i povezanost varijante gena DNMT3A rs1550117 kod osoba s Downovim
sindromom i ventrikularnim septalnim defektom (VSD) (N = 29) i atrioventrikularnim i atrijskim

septalnim defektom (DS AVSD/ASD) (N = 97)

DS
DNMT3A DSVSD 0
AVSD/ASD X2 OR (95% ClI) p
0,
rs1550117 N (%) N (%)
AA a 0 (0,00) 1 (1,03) 0,00 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
AG ‘g 4 (13,79) 17 (17,53) | 0,04 0,74 (0,23 — 2,42) 0,780
Q
GG 0} 25 (86,21) 79 (81,44) | 0,10 1,42 (0,44 — 4,60) 0,781
A _ 4 (6,90) 19 (9,79)
° 0,17 0,68 (0.22 — 2,09) 0,611
G < 54 (93,10) 175 (90,21)
AA+AG vs GG 0,10 0,70 (0,22 — 2,27) 0,781
AA vs AG + GG 0,00 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
Genetiéki model AA vs GG 0,00 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
AA vs AG 0,00 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
GG vs AG 0,04 1,34 (0,41 — 4,37) 0,780

DNMT — DNK metiltransferaza; x2 — Hi-kvadrat test; p p — vrijednost; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

Tablica 48. Ucestalost i povezanost varijante gena DNMT3A rs1550117 kod osoba s Downovim
sindromom s atrijskim septalnim defektom (DSASD) (N = 45) i atrioventrikularnim i ventrikularnim

septalnim defektom (DS AVSD/VSD) (N = 81)

DS
DNMT3A DSASD 0
AVSD/VSD | X2 OR (95% CI) P
0,
rs1550117 N (%) N (%)
AA o 1(2,22) 0 (0,00) 0,00 0,00 (0,00 - 0,00) 0,000
AG § 7 (15,56) 14 (17,28) 0,06 0,88 (0,33 - 2,37) 0,803
[}
GG O 37 (82,22) 67 (82,72) 0,00 0,97 (0,37 — 2,52) 0,944
A _ 9 (10,00) 14 (8,64)
Q 0,13 1,17 (0,49 - 2,83) 0,720
G < 81 (90,00) 148 (91,36)
AA+AG vs GG 0,00 1,03 (0,40 — 2,69) 0,944
AAvs AG + GG 0,00 0,00 (0,00 - 0,00) 0,000
Geneti¢ki model AA vs GG 0,00 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
AA vs AG 0,00 0,00 (0,00 - 0,00) 0,000
GG vs AG 0,04 1,10 (0,41 - 2,98) 0,844

DNMT — DNK metiltransferaza; x2 — Hi-kvadrat test; p p — vrijednost; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti
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Tablica 49. Ucestalost i povezanost varijante gena DNMT3B rs1569686 kod osoba s Downovim
sindromom i atrioventrikularnim septalnim defektom (DSAVSD) (N = 5) i atrijskim i ventrikularnim

septalnim defektom (DS ASD/VSD) (N = 87)

DS
DNMT3B DSAVSD 0
ASD/VSD X2 OR (95% ClI) P
0,
rs1569686 N (%) N (%)
GG a 1 (20,00) 31(35,63) | 0,05 0,45 (0,05 — 4,22) 0,655
TG ‘g 2 (40,00) 36 (41,38) | 0,16 0,94 (0,15 — 5,94) 1,000
()
TT 0} 2 (40,00) 20(22,99) | 0,11 | 2,23(0,35- 14,31) 0,590
G _ 4 (40,00) 98 (56,32)
° 0,47 0,52 (0.14 — 1,90) 0,345
T < 6 (60,00) 76 (43,68)
GG+TGvsTT 0,11 0,48 (0,07 — 2,87) 0,590
GGvsTG+TT 0,11 | 2,23(0,35-14,31) 0,590
Geneti¢ki model GGvsTT 0,11 0,32 (0,03 — 3,80) 0,560
GG vs TG 0,02 0,58 (0,05 — 6,72) 1,000
TTvs TG 0,00 | 1,80 (0,24 —13,77) 0,619

DNMT — DNK metiltransferaza; x2 — Hi-kvadrat test; p p — vrijednost; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

Tablica 50. Uc€estalost i povezanost varijante gena DNMT3B rs1569686 kod osoba s Downovim
sindromom i ventrikularnim septalnim defektom (VSD) (N = 10) i atrioventrikularnim i atrijskim
septalnim defektom (DS AVSD/ASD) (N = 82)

DNMT3B DS
rs1569686 D,\?\({,/S)D AVSD/ASD | X2 OR (95% CI) p
0 N (%)
GG a 5 (50,00) 27(32,93) | 1,15 | 2,04 (0,54 —7,64) 0,292
TG 2 3(30,00) 35(42,68) | 0,18 | 0,56 (0,14 —2,38) 0,516
]
TT O 2 (20,00) 20 (24,39) | 0,01 | 0,78 (0,15 - 3,95) 1,000
G _ 13 (65,00) 89 (54,27)
S 0,83 | 1,57(0,59 - 4,12) 0,365
T < 7 (35,00) 75 (45,73)
GG+TGvsTT 0,01 | 1,29(0,25- 6,58) 1,000
GGvs TG+ TT 1,15 | 2,04 (0,54 — 7,64) 0,292
Geneticki model GGvsTT 0,08 1,85 (0,33 - 10,54) 0,687
GG vs TG 0,40 | 2,16 (0,47 - 9,85) 0,455
TTvs TG 0,10 | 1,17 (0,18 -7,58) 1,000

DNMT — DNK metiltransferaza; x2 — Hi-kvadrat test; p p — vrijednost; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti
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Tablica 51. Uc€estalost i povezanost varijante gena DNMT3B rs1569686 kod osoba s Downovim
sindromom s atrijskim septalnim defektom (DSASD) (N = 31) i atrioventrikularnim i ventrikularnim
septalnim defektom (DS AVSD/VSD) (N = 61)

DNMT3B DS
rs1569686 D,\IS/(*O/S)D AVSDIVSD | X2 OR (95% ClI) P
0 N (%)
GG a 11 (35,48) 21(34,43) | 0,01 | 1,05(0,42-2,59) 0,920
TG S 15 (48,39) 23(37,70) | 0,97 | 1,55(0,65-3,71) 0,327
[}
TT O 5 (16,13) 17 (27,87) | 156 | 0,50 (0,16 —1,51) 0,218
G _ 37 (59,68) 65 (53,28)
o 0,68 | 1,30 (0,70 -2,41) 0,410
T < 25 (40,32) 57 (46,72)
GG+TGvsTT 1,56 | 2,01(0,66 —6,09) 0,218
GGVvs TG +TT 0,01 | 1,05(0,42-2,59) 0,920
Geneti¢ki model GGvsTT 0,85 | 1,78(0,52-6,13) 0,360
GGvs TG 0,19 | 0,80 (0,30 -2,13) 0,660
TTvs TG 1,76 | 0,45 (0,14 —1,48) 0,190

DNMT — DNK metiltransferaza; x2 — Hi-kvadrat test; p p — vrijednost; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

Tablica 52. U€estalost i povezanost varijante gena DNMT3B rs2424913 kod osoba s Downovim
sindromom i atrioventrikularnim septalnim defektom (DSAVSD) (N = 30) i atrijskim i ventrikularnim
septalnim defektom (DS ASD/VSD) (N = 95)

DS
DNMT3B AVSD 0
ASD/VSD X2 OR (95% ClI) p
0,
rs2424913 N (%) N (%)
cc a 12 (40,00) 29 (30,53) | 0,93 1,52 (0,65 — 3,55) 0,337
CT ‘g 10 (33,33) 43 (45,26) | 1,33 0,60 (0,26 — 1,43) 0,252
[}
TT 0} 8 (26,67) 23(24,21) | 0,22 1,25 (0.49 — 3,22) 0,641
C _ 34 (56,67) 101 (53,16)
Q 0,23 1.15 (0,64 — 2,07) 0,635
T < 26 (43,33) 89 (46,84)
CC+CTvsTT 0,07 0,88 (0,34 — 2,24) 0,786
CCvs CT+TT 0,93 1,52 (0,65 - 3,55) 0,337
Geneticki model CCvsTT 0,11 1,19 (0,42 — 3,40) 0,746
CCvsCT 1,39 1,78 (0,68 — 4,66) 0,241
TTvs CT 0,56 1,50 (0,52 — 4,31) 0,456

DNMT — DNK metiltransferaza; x2 — Hi-kvadrat test; p p — vrijednost; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti
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Tablica 53. Uc€estalost i povezanost varijante gena DNMT3B rs2424913 kod osoba s Downovim
sindromom i ventrikularnim septalnim defektom (VSD) (N = 29) i atrioventrikularnim i atrijskim
septalnim defektom (DS AVSD/ASD) (N = 96)

DSVSD DS X2 OR (95% CI) p
rDs';lZAzZ?élis N (%) AVSD/ASD
N (%)
CC o 8 (27,59) 33 (34,38) 0,47 0,73 (0,29 - 1,82) 0,496
CT § 16 (55,17) 37 (38,54) 2,52 1,96 (0,85 — 4,54) 0,115
(0]

TT o 5(17,24) 26 (27,08) 1,16 0,56 (0,19 — 1,62) 0,287
C - 32 (55,17) 103 (53,65) 0,04 1,06 (0,59 — 1,92) 0,838

T < 26 (44,83) 89 (46,35)
CC+CTvsTT 1,16 1,78 (0,62 - 5,16) 0,287
CCvsCT+TT 0,47 0,73 (0,29 - 1,82) 0,496

Geneticki model

CCvsTT 0,14 1,26 (0,37 — 4,31) 0,712
CCvsCT 1,39 0,56 (0,21 —1,48) 0,242
TTvsCT 2,06 0,44 (0.14 — 1,37) 0,157

DNMT — DNK metiltransferaza; x2 — Hi-kvadrat test; p p — vrijednost; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

Tablica 54. Ucestalost i povezanost varijante gena MTHFR rs1801133 kod osoba s Downovim
sindromom i atrioventrikularnim septalnim defektom (DSAVSD) (N = 31) i atrijskim i ventrikularnim
septalnim defektom (DS ASD/VSD) (N = 103)

DS
MTHFR DSAVSD 0
ASD/VSD X2 OR (95% CI) p
0,
rs1801133 N (%) N (%)
CcC o 13 (41,94) 37 (35,92) 0,37 1,29 (0,57 - 2,92) 0,544
CT § 16 (51,61) 53 (51,46) 0,00 1,01 (0,45 - 2,25) 0,988
TT 8 2 (6,45) 13 (12,62) 0,91 0,48 (0,10 — 2,24) 0,349
C _ 42 (67,74) 127 (61,65)
< 0,76 1,31 (0,72 - 2,39) 0,384
T < 20 (32,26) 79 (38,35)
CC+CTvsTT 0,40 2,09 (0,45 -9,83) 0,275
CCvs CT+TT 0,37 1,29 (0,57 - 2,92) 0,544
Geneti¢ki model CCvsTT 0,45 2,28 (0,45 -11,51) 0,258
CCvsCT 0,12 1,16 (0,50 — 2,71) 0,725
TTvsCT 0,25 0,51 (0,10 — 2,50) 0,323

MTHFR - metilentetrahidrofolat reduktaza; x2 — Hi-kvadrat test; p p — vrijednost; OR — omjer rizika; Cl — interval
pouzdanosti
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Tablica 55. U€estalost i povezanost varijante gena MTHFR rs1801133 kod osoba s Downovim
sindromom i ventrikularnim septalnim defektom (VSD) (N = 31) i atrioventrikularnim i atrijskim
septalnim defektom (DS AVSD/ASD) (N = 103)

DS
MTHFR DSVSD 0
AVSD/ASD | X2 OR (95% Cl) p
0,
rs1801133 N (%) N (%)
cc a 13 (41,94) 37(35,92) | 0,37 1,29 (0,57 — 2,92) 0,544
CT ‘g 12 (38,71) 57 (55,34) | 2,64 0,51 (0,22 — 1,16) 0,107
()]
1T O} 6 (19,35) 9 (8,74) 2,70 2,51 (0,82 - 7,71) 0,109
C _ 38 (61,29) 131 (63,59)
< 0,11 0,91 (0,51 -1,63) 0,742
T < 24 (38,71) 75 (36,41)
CC+CTvsTT 2,70 0,40 (0,13 -1,23) 0,109
CCvs CT+TT 0,37 1,29 (0,57 — 2,92) 0,544
Geneti¢ki model CCvsTT 1,09 0,53 (0,16 — 1,77) 0,300
CCvsCT 1,29 1,67 (0,69 — 4,05) 0,258
TTvs CT 3,74 | 3,17 (0,95 -10,58) 0,061

MTHFR - metilentetrahidrofolat reduktaza; x2 — Hi-kvadrat test; p p — vrijednost; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

Tablica 56. U€estalost i povezanost varijante gena MTHFR rs1801131 kod osoba s Downovim
sindromom i atrioventrikularnim septalnim defektom (DSAVSD) (N = 31) i atrijskim i ventrikularnim
septalnim defektom (DS ASD/VSD) (N = 103)

DS
MTHFR DSAVSD 0
ASD/VSD X2 OR (95% ClI) p
0,
rs1801131 N (%) N (%)
AA a 18 (58,06) 58 (56,31) | 0,03 1,07 (0,48 — 2,42) 0,863
AC 2 12 (38,71) 43 (41,75) | 0,09 0,88 (0,39 — 2,00) 0,763
cc 3 1 (3,23) 2 (1,94) 0,07 | 1,68(0,15—19,21) 0,549
A _ 48 (77,42) 159 (77,18)
o 0,00 1,01 (0,51 - 2,00) 0,969
C < 14 (22,58) 47 (22,82)
AA +ACvs. CC 0,07 0,59 (0,05 - 6,78) 0,549
AAvs AC + CC 0,03 1,07 (0,48 — 2,42) 0,863
Geneticki model AAvs. CC 0,09 0,62 (0,05 — 7,25) 0,567
AAvs. AC 0,06 1,11 (0,48 — 2,55) 0,802
CCvs. AC 0,06 1,79 (0,15 — 21,49) 0,540

MTHFR - metilentetrahidrofolat reduktaza; x2 — Hi-kvadrat test; p p — vrijednost; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti
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Tablica 57. U€estalost i povezanost varijante gena MTHFR rs1801131 kod osoba s Downovim
sindromom i ventrikularnim septalnim defektom (VSD) (N = 31) i atrioventrikularnim i atrijskim

septalnim defektom (DS AVSD/ASD) (N = 103)

DS
MTHFR DSVSD 0
AVSD/ASD X2 OR (95% ClI) p
0,
rs1801131 N (%) N %)
AA a 15 (48,39) 61(59,22) | 1,14 0,65 (0,29 — 1,45) 0,288
AC ‘g 16 (51,61) 39 (37,86) | 1,86 1,75 (0,78 — 3,93) 0,175
Q
cC 0} 0 (0,00) 3(2,91) 0,00 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
A _ 46 (74,19) 161 (78,16)
° 0,43 0,80 (0,42 — 1,55) 0,515
C < 16 (25,81) 45 (21,84)
AA + AC vs. CC 0,00 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
AA vs AC + CC 1,14 0,65 (0,29 — 1,45) 0,288
Genetiéki model AA vs. CC 0,00 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000
AA vs. AC 1,55 0,60 (0,27 — 1,35) 0,216
CCvs. AC 0,00 0,00 (0,00 — 0,00) 0,000

MTHFR — metilentetrahidrofolat reduktaza; x2 — Hi-kvadrat test; p p — vrijednost; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti

Tablica 58. U€estalost i povezanost varijante gena MTHFR rs1801131 kod osoba s Downovim
sindromom s atrijskim septalnim defektom (DSASD) (N = 49) i atrioventrikularnim i ventrikularnim
septalnim defektom (DS AVSD/VSD) (N = 85)

MTHER DSASD AVﬁ?()ZZ)SD @ | orEwC) .
AA | 30(61.22) | 46(5412) | 0,64 | 1,34 (0,65-2,74) 0,424
AC S 18 (36,73) 37(4353) | 059 | 0,75(0,37 — 1,55) 0,442
cC 3 1(2,08) 2(235) | 024 | 0,86(0,08-979) 0,698

A — | 78(7959) | 129 (75,88)

- S o areas | 04| L2406s-220 0,486
AA + AC vs. CC 024 | 1,16 (0,10-13,09) | 0,698
AA Vs AC + CC 0,64 | 1,34 (0,65—2,74) 0,424
Geneticki model AAVs. CC 015 | 1,30 (0,11-1503) | 0,661
AA Vs, AC 0,63 | 1,34 (0,65—2,77) 0,430
CCvs. AC 037 | 1,03(0,09—12,10) | 0,704

MTHFR - metilentetrahidrofolat reduktaza; x2 — Hi-kvadrat test; p p — vrijednost; OR — omjer rizika; Cl — interval pouzdanosti
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Tablica 59. Uc€estalost i povezanost varijante gena MTRR rs1801394 kod osoba s Downovim
sindromom i ventrikularnim septalnim defektom (VSD) (N = 31) i atrioventrikularnim i atrijskim
septalnim defektom (DS AVSD/ASD) (N = 102)

DS
MTRR DSVSD 0
AVSD/ASD X2 OR (95% ClI) p
0,
rs1801394 N (%) N (%)
AA a 9 (29,03) 23(22,55) | 0,55 1,41 (0,57 — 3,47) 0,461
AG ‘g 15 (48,39) 54 (52,94) | 0,20 0,83 (0,37 — 1,86) 0,657
Q
GG 0} 7 (22,58) 25(24,51) | 0,05 0,90 (0,35 — 2,34) 0,826
A _ 33 (53,23) 100 (49,02)
° 0,34 1,18 (0,67 — 2,09) 0,562
G < 29 (46,77) 104 (50,98)
AA+AG vs GG 0,05 1,11 (0,43 — 2,89) 0,826
AA vs AG + GG 0,55 1,41 (0,57 — 3,47) 0,461
Genetiéki model AA vs GG 0,33 1,40 (0,45 — 4,36) 0,565
AA vs AG 0,49 1,41 (0,54 — 3,68) 0,484
GG vs AG 0,00 1,01 (0,37 — 2,78) 0,988

MTRR - 5-metiltetrahidrofolat-homocistein metiltransferasa reduktaza; x2 — Hi-kvadrat test; p p — vrijednost; OR — omijer rizika; Cl —
interval pouzdanosti

Tablica 60. UcCestalost i povezanost varijante gena MTRR rs1801394 kod osoba s Downovim
sindromom s atrijskim septalnim defektom (DSASD) (N = 49) i atrioventrikularnim i ventrikularnim
septalnim defektom (DS AVSD/VSD) (N = 84)

DS
MTRR DSASD 0
AVSD/VSD X2 OR (95% ClI) p
0,
rs1801394 N (%) N (%)
AA o 13 (26,53) 19 (22,62) | 0,26 1,24 (0,55 — 2,79) 0,611
AG ‘g 25 (51,02) 44 (52,38) | 0,02 0,95 (0,47 — 1,92) 0,880
GG & 11 (22,45) 21 (25,000 | 0,11 0,87 (0,38 — 2,00) 0,740
A _ 51 (52,04) 82 (48,81)
° 0,26 1,14 (0,69 — 1,87) 0,611
G < 47 (47,96) 86 (51,19)
AA+AG vs GG 0,11 1,15 (0,50 — 2,65) 0,740
AA vs AG + GG 0,26 1,24 (0,55 — 2,79) 0,611
Geneti¢ki model AA vs GG 0,27 1,31 (0,47 — 3,60) 0,606
AA vs AG 0,18 1,20 (0,51 — 2,84) 0,672
GG vs AG 0,03 0,92 (0,38 — 2,22) 0,856

MTRR - 5-metiltetrahidrofolat-homocistein metiltransferasa reduktaza; x2 — Hi-kvadrat test; p p — vrijednost; OR — omjer rizika; Cl —
interval pouzdanosti
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