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OZET

GOKMEYDAN E, Down sendromu icin olas1 risk faktérii olarak MTHFR
genindeki C677T ve A1298C polimorfizmlerinin degerlendirilmesi. Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dah Tipta
Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2011. Down Sendromu (DS) ya da trizomi 21 insanda
mental retardasyonun en sik goriilen genetik nedeni ve en iyi bilinen kromozom
hastaligidir. Insidanst 1/600~1/1000 canli dogumdur. Olgularm c¢ogunda neden
maternal mayoz sirasinda meydana gelen anormal kromozomal segregasyon ile
iligkili ayrilamamadir. DS olusumu ile iligkili risk faktorleri arasinda ileri anne yas1
en 1yl belirlenmis olamidir. Buna karsilik ¢ogu DS olgusunda anne yasi 35’in
altindadir. Bu durum ileri yastaki annelere oranla geng¢ annelerde farklh
mekanizmalari trizomi 21 olusumuna neden olabilecegini diisiindiirtmektedir.
Down sendromu etyolojisine yonelik cesitli iilkelerde yapilan caligmalarda DNA
metilasyonu ve sentezini etkileyen folat metebolizmasinda gorevli MTHFR geni
C677T ve A1298C polimorfizmlerinin Down sendromlu ¢ocuk sahibi olma agisindan
bagimsiz bir maternal risk faktorii olusturdugu ileri stiriilmektedir. Biz ¢alismamizda
maternal MTHFR geni C677T ve A1298C polimorfizmleri ile down sendromlu
cocuk sahibi olma arasindaki iligkiyi arastirmayir amagladik. Calismamizda 120
Down sendromlu ¢ocuk sahibi olan anne ile abortus Oykiisii olmayan, en az bir
saglikli c¢ocuk dogurmus 90 annede, MTHFR geni C677T ve A1298C
polimorfizmleri incelendi. Arastrmamizin sonucunda bu MTHFR gen
polimorfizmlerinin Down sendromlu g¢ocuk sahibi olma ag¢isindan Tirk

populasyonunda herhangi bir risk faktorii olusturmadigi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Down sendromu, MTHFR, Segregasyon, Polimorfizm, C677T,
A1298C
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ABSTRACT

GOKMEYDAN, E. Evalution of Maternal MTHFR C677T and A1298C
polimorphisms as a risk factors for Down Syndrome. Eskisehir Osmangazi
University Faculty of Medicine, Medical Speciality Thesis in Department of
Medical Genetics, Eskisehir, 2011. Down Syndrome (DS) or trisomy 21 is the most
common genetic cause of mental retardation in humans and most well-known
chromosomal disorder. Incidence is 1 / 600 ~ 1/1000 live births. Cause most of the
cases occurred during maternal meiosis associatedwith abnormal
chromosomal segregation. Maternal age for DS is one of the most well-defined risk
factor . However, maternal age in most DS cases are under 35. In this situation it’ s
suggested that in young mothers respect to older ones have  different
mechanisms may lead to the formation oftrisomy21. Studiesin various
countries for the  etiology = of Down  syndrome  affecting the  synthesis
of DNA methylation and folate metabolism, MTHFR C677T
and A1298C polymorphisms  responsible for having a child with Down
syndrome has been proposed in terms of an independent maternal risk factor. In our
study we investigated relationship between having a child with Down syndrome and
maternal MTHFR gene C677T and A1298C polymorphisms. In our study
MTHFR C677T and A1298C gene polymorphisms were analyzed in
120 mothers having children with Down syndrome without a history of abortion, at
least 90 mothers gave birth to a healthy child. As a result of our research is that the
MTHFR gene polymorphisms in Turkish population in terms of having a child with

Down syndrome does not increase any risk factor.

Key Words: Down syndrome, MTHFR, Segregation, polimorphism, C677T, A1298C
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1. GIRIS

Down sendromu insanda mental retardasyonun en sik goriilen genetik
nedenidir. insidans1 1/600~1/1000 canli dogum olup erken gebelik kayiplarmin
onemli bir nedenidir. DS ayrica en sik goriilen ve en iyi bilinen kromozom
hastaligidir (1,2). Tahminlere gore 1/150 konseptus trizomi 21°lidir ve bunlarin
%801 erken gebelik sirasinda kaybedilmektedir (3, 4, 5). Ilerlemis anne yas1
trizomi 21 i¢in major risk olusturmaktadir. Annelerin 35 yas sonrasinda DS’li
cocuk dogurma riskleri hamilelik yasi ile orantili olarak artmaktadir (6). Cogu
DS vakasinda anne yasi 35 altindadir ve bu da yash annelere oranla geng
annelerde farkli mekanizmalarin (6rnegin bozulmus folat homosistein
metabolizmasmin) kromozom 21 nondisjunctionuna neden oldugunu
diistindiirmektedir (7). Bununla birlikte anne yast DS’li ¢ocuk dogurma riskinde
folat metabolizmasinin roliinii karmasik hale getirmistir. Yapilmis son ¢aligmalar
anne yasinin etkisinin maternal mayozun II. evresinde hatalara neden oldugunu
gostermektedir (8). Buna ek olarak maternal yumurtalik mozaisizminin trizomi
21 igin farkli bir risk faktorii olabilecegi hipotez seklinde diistiniilmektedir (9).
IIk olarak 1999°da rapor edilen folat homosistein metabolizmasindaki genetik
polimorfizmler nedenli bozukluklarin Down sendromlu ¢ocuk sahibi olma riskini
arttirdig1 ortaya konulmustur. In vitro ve in vivo arastirmalar bozulmus folat
homosistein metabolizmasinin kromozom 21’ in ayrilamamasi ile iliskili
oldugunu gostermektedir. Fakat DS’li bir ¢ocugun dogumunun c¢esitli genetik,
epigenetik, ¢evresel orjinli oldugu disiiniilmektedir ki bu durum bu farklh
nedenler arasinda baglanti kurulmasmi gii¢lestirmektedir (10). Perisentromerik
hipometilasyon hipotezinde agiklanan bozulmus folat/hcy metabolizmasi sonucu
meydana gelen Kkinetekor anormallikleri yiiziinden bozulmus kromozom
segregasyonu gozlenmektedir (15). Yapilan ¢esitli calismalarda folat yetersizligi
ve insan andploidileri arasinda baglantili bulunmustur (11). Gegtigimiz on yil
icerisinde yapilan bircok c¢aligmada folat ve metil metabolizmasinin DS
riskindeki rolii agiklanmaya g¢alisilmistir (12-36). MTHFR gen polimorfizmleri
Brezilya (14, 16-18, 37), Hindistan (25, 29, 33) Amerika, Kanada, Misir ve Cin

gibi baz1 populasyonlarinda bagimsiz bir risk faktorii olarak degerlendirilirken



(12, 15, 21, 31, 32), Tiirkiye, Japonya ve Avrupada yapilan bazi ¢alismalarda
(13, 19, 20, 22, 23, 24, 26, 27,28, 30, 35, 36,) bagimsiz bir risk faktorii olarak
saptanmamustir. Literatiirde sonuglardaki bu farklhiliklarn  nedeninin allel
frekanslarindaki farkliliklar, farkli olgu kontrol grup ¢aligmalari ya da gevresel
faktorlerin etkisinden kaynaklaniyor olabilecegi vurgulanmaktadir (10). Yakin
zamanda yapilan ¢alismalar da MTHFR 677C>T ve 1298 A>C polimorfizmleri
ve kromozomal hasar arasinda baglanti arastirilmis DS’li ¢ocuk sahibi olan
annelerde folat metabolizmasindaki MTHFR 677C>T ve 1298A>C
polimorfizmlerinin anormal kromozomal segregasyon ic¢in artmis yatkinlik
gosterdikleri saptanmustir (35, 38). Gen-gen iliskileri arastirilan ¢aligmalarda;
Hcy metabolizmasinda gorev alan MTHFR enziminin 677T ve 1298C allellerinin
ayrica hiicre i¢ine folat tasmmmasinda gorev alan RFCI1, metiyonin sentaz (MTR)
(125) ve metiyonin sentaz rediiktazdaki (MTRR) mutasyonlarm DS i¢in bir risk
faktorii oldugu gosterilmis olup bununla birlikte 3 veya daha fazla polimorfizm
varliginda DS riskinin arttig1 saptanmistir (35). Farkli topluluklarda goriilen
tutarsiz sonuglar, folat metebolizmasina karisan genetik ve gevresel etkilesimleri
de yansitiyor olabilir. Risk faktorleri, gen g¢evre etkilesimine bagli olabilir.

Ozellikle de bu polimorfizmlerin etkilerinin devamu folik asit kullanimma bagli
olabilir (10).

Literatiirde ozetle insanda kromozom nondisjunctionu multifaktoriyel bir
mekanizma seklinde vurgulanmaktadir ve bu duruma neden olan daha spesifik
risk faktorlerinin incelenmesi gerekliligi tizerinde durulmaktadir (7, 8, 9).
Bugiinkii sonuglarla DS ve maternal folat metebolizmasi arasinda baglant1 olarak
One siiriilen bu paradigmay1 degerlendirmek i¢in ileri arastirmalara gereksinim
duyulmaktadir (12). DS olgularin ¢ogu geng annelerden dogmaktadir. Bu durum
genc annelerde farkli mekanizmalarin kromozom 21’in ayrilmamasina neden
oldugu seklinde yorumlanmakta ve bu konuyu aydinlatmaya yonelik ¢aligmalar
yapilmaktadir (7). Ozellikle Down sendromlu ¢ocuklarin %80'inin sitogenetik
inceleme i¢in endikasyonu bulunmayan 35 yasin altindaki kadinlardan dogdugu,
Down sendromlu fetiislerin sadece %20'sinin ileri yas annelerden dogdugu

bildirilmektedir. Dolayisiyla tiim tarama yontemlerine ragmen Down sendromlu



gebeliklerin  %80'inin prenatal olarak tespit edilemedigi sonucu ortaya
¢ikmaktadir (39).

Bazi arastirmacilar genetik ve gevresel faktorlerin yaninda diyetsel faktorlerin
21. kromozomun iki ¢iftini tagiyan yumurtalarin olugsmasi arasinda karisik bir
baglant1 oldugunu  belirtmektedirler. Bu  arastrmacilara gore  folat
metabolizmasinin DS riskindeki roliinde diger bir karisiklik folat tastyicilar1 olan
SCL19A1 ve RFC1 ve CBS genlerinin roliidiir. Bu genlerin trizomilerinin folat
ithtiyacin1 arttirabilecegi ve DS’ 1i fetiislerin olugmasina neden olabilecek

sonuglar dogurabilecekleri 6ne siiriilmektedir (13, 14, 15, 17, 30).

Folat ve homosistein metabolizmas1 ve trizomi 21 arasindaki kompleks iliski
giinlimiizde tekrar gézden geg¢irildiginde, su anki mevcut diisiince; maternal ve
emriyonik kombinasyonlarin 6zellikle folat metabolizmasinda rol alan genlerdeki
polimorfizmlerle beraber annenin diyet ve yasam tarzinin trizomi 21°1i fetiisiin
hayatta kalmasi ile iligkili oldugudur (30). Ayrica ¢ogu kromozom 21
nondisjunctionlart  biiylikannenin  viicudunda maternal embriyogenezisde
meydana gelmektedir bununla birlikte biiyiikannenin genotipinin ve hamileligi
esnasindaki nutrisyonel durumunun maternal yumurtalarin iki adet kromozom 21

tasimasinda etkili olabilecegi diistiniilmektedir (36,40).

Ozetle insanda kromozom nondisjunctionu multifaktdriyel bir mekanizma
seklinde wvurgulanmaktadir ve bu duruma neden olan daha spesifik risk
faktorlerinin incelenmesi gerekliligi tizerinde durulmaktadir (7, 8, 9). Literatiirde
folat yolaginda gorevli olan gen calismalar1 kadar down sendromlu etkilenmis
gebeligi  olan kadinlardaki folat metil metebolizmasmni iceren diger
mikronutrisyonlar ile etkilesiminin sistematik caligmalarmin, down sendromunu
onlemede halk saglig1 stratejilerinin gelistirilmesi i¢in firsatlar saglayabilecegi
diistiniilmektedir. Biz ¢alismamizda literatiircki MTHFR gen polimorfizminin
down sendromlu ¢ocuk dogurma acisindan maternal risk faktorii olabilecegi
bulgularindan yola ¢ikarak Tiirk populasyonunda Down sendromlu ¢ocuk sahibi
annelerde yas gruplarmi da dikkate alarak MTHFR gen polimorfizmlerinin ve
down sendromlu c¢ocuk dogurma agisindan maternal bir risk faktorii olup

olmadiginin arastirilmasmi amagladik.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Down Sendromu

Down Sendromu (DS) ya da trizomi 21 insanda mental retardasyonun
en stk goriilen genetik nedenidir ve en iyi bilinen kromozom hastaligidir.
1/600~1/1000 dogumda bir goriiliir. (1,2). Erken gebelik kayiplarinin 6nemli bir
nedenidir. Tahminlere gére 1/150 konseptus trizomi 21’ lidir ve bunlarin %80’ i
erken gebelik sirasinda kaybedilmektedir (3, 4, 5). DS i¢in bir risk faktorii olarak
sadece ileri maternal yas kesin olarak kanitlanmistir, anne yas1 arttikca bu
kromozom anomalisinin goriilme siklig1 artmaktadir (4, 41). Mongolizm terimi
ilk kez 1846 yilinda Edouard Onesimus Segwin tarafindan verilen bir konferansta
tanimlanmistir. Klinik bulgular1 ise ilk defa 1866 yilinda Langon Down
tarafindan belirtilmistir ve daha sonralari mongol terminolojisi yerine Down
Sendromu olarak isimlendirilmesi uygun goriilmiistiir. ileri anne yasinin yaninda

ileri paternal yas, viral etkenler, radyasyon trizomilere neden olabilmektedir (42).

2.2. Down Sendromunun Bulgular:

Down sendromunun klinik tanisinda genellikle giigliik yasanmaz.
Ancak her DS’ 1i olguya klinik olarak tani konulsa dahi taninin dogrulanmasi ve
genetik danigmaya temel olusturmak tizere, DS’ nin sitogenetik tipi belirlenmeli
ve aileye bu sonuca gore genetik danisma verilmelidir. Belirli bir karyotipin
hastanin fenotipi lizerine etkisi ¢ok az olsa da tekrarlama riskinin saptanmasi
acisindan bu analiz ¢ok onemlidir (42,43). DS sitogenetik olarak regiiler tip,

translokasyon tip ve mozaik tip olmak tizere degerlendirilir (43).



2.2.1. Sitogenetik Bulgular

a. Regiiler Tip (Serbest Trizomi)

Normal bir insanda G grubuna ait 21 nolu kromozomdan iki adet
bulunmasi gerekirken, DS’ de ii¢ tane bulunur. Sitogenetik olarak kadin
genotipinde 47,XX+21, erkek genotipinde 47,XY+21 seklinde gosterilir. Regiiler
trizomi 21 DS olgularmm %95’ inde bulunur. Cogu olguda (%90) maternal
mayoz | evresinde meydana gelen nondisjunction sonucunda, olgularin diger
kism1 da (%10) paternal mayozda meydana gelen, genellikle Mayoz Il evresinde

olusan bir hatadan kaynaklanmaktadir (43).

b. Robertsonyan Translokasyon Tip

Bu tipte bir tanesi kromozom 21q ile diger akrosentrik kromozomlardan
birinin (genellikle 14 veya 22. kromozom) uzun kolu arasinda robertsonyan
translokasyon sonucu olugmaktadir ve total kromozom sayist 46’dir. En sik
olarak 14. kromozom ile translokasyon gozlenir (41). De novo ya da ailevi
tastyiciliklar sonucu ortaya c¢ikmaktadir (44). Diger tiplerden farkli olarak
translokasyonlar anne yas1 ile baglanti gostermezler. Ozellikle annenin
translokasyon tasiyicisi oldugu ailelerde goreceli olarak artmus tekrarlama riskine

sebep olurlar (43).

c. 21g21q Translokasyonu

Bir 21g21q kromozomu, iki 21. kromozomun uzun kollarindan
olugsmustur. Bunun bir robertsonyan translokasyonu olmaktan ¢ok izokromozom
olarak meydana geldigi diisiiniilmektedir. DS’ 1i olgularin ¢ok az bir kisminda
goriilmektedir. Nadir goriilmesine ragmen bu tip kromozomal translokasyon

tagtyan kisinin tim gametlerinin ya 21. kromozom materyalini ¢ift doz



bulunduran 21g21q kromozomu igermesi ya da hi¢ 21. kromozom materyali
olmayacak sekilde olusmasi nedeniyle 0Ozel Onem tasimaktadir. Esinin
kromozomal bir hastalig1 yok ise olusacak gebelik kagmilmaz olarak ya down

sendromlu ya da monozomi 21 li olacaktir (43).

d. Mozaik Tip

Mozaik tipi postzigotik mitotik hatalarla olusur. Goriilme orani yaklasik
%1-2" dir (44). Bu olgularda hiicrelerin bir kismi normal 46 kromozoma sahip
iken, bir kismi trizomiktir. Bu hastalarda fenotipik 6zellikler trizomi 21°dekine
gore daha hafif olabilmekle birlikte, erken gelisim sathasinda embriyodaki
trizomi 21’11 hiicrelerin oranina bagl olarak genis bir fenotipik degiskenlik s6z

konusudur (43).

e. Kismi trizomi 21

Cok nadir olarak 21. kromozom uzun kolunun sadece bir kismimin ii¢
kopya halinde bulundugu down sendromlu olgular tanimlanmistir, daha da nadir
olarak sitogenetik olarak goriilebilen bir kromozom bozuklugu olmayan down
sendromlu olgularda saptanabilmektedir. Bu olgular 21. kromozomun hangi
bolgelerinin down sendromu fenotipinin hangi komponentlerinden sorumlu
olabilecegi ve hangi bolgelerin 3 kopya olmasiin bu fenotipik 6zellige etkisi
olmayacaginin belirlenmesi agisindan &nem tagirlar  (43). Insan Genom
Projesinden elde edilen dizi bilgilerinin 21. kromozomda sadece birkag yiiz gen
oldugunu gostermesine ragmen, belli genlerin 3 dozda bulunmasiyla belli down
sendromu fenotipik 6zellikleri arasinda iliski kurmaya yonelik girisimler bugiine

dek basarisiz olmustur (43).



2.2.2. Fiziksel Bulgular

Down Sendromu tipik yiiz goriiniimii ile yenidogan evresinden itibaren
her yasta kolaylikla taninabilir. DS’de min6r anomalilerinin tarifi Smith, Berg ve

Pueschel tarafindan yapilmistir (2,45).

Tablo 2.1. Down sendromunda minor malformasyon siklig1 (2,45)

Oblik palpebral fissiirler %82
Ense derisi kalinlig1 %81
Kigiik agiz %76
Brakisefali %75
Hiperflexibilite %73
Sandal gap %68
Burun kokii basikligi %68
Kiigiik el ve kalin parmaklar %64
Kisa boyun %61
Dis anomalileri %61
Epikantus %59
Klinodaktili %58
Brushfield lekeleri %56
Skrotal dil %55
Smian ¢izgisi %53
Kiiciik ve displastik kulak %50
Dilin disarida olmasi %47

Bu bulgular ek olarak DS’a 6zgii dermatoglifik 6zellikler, kulak uzunlugu
ve yapist (kisa, displastik), 1. ve 2. ayak parmaklari arasinda genis mesafe
(sandal gap), 2 meme arasimndaki mesafenin uzunlugu, iristeki Brushfield lekeleri,
ensedeki deri bollugu ile beraber degerlendirildiginde klinik tan1 %99,9’a ulasir
(2,45). Genel olarak DS’ nun sitogenetik tipi ile klinik olarak mental

retardasyonun agirhg:r arasinda bir iliski olmayip, tiim olgulara mental



retardasyon eslik etmektedir (42). Ayrica down sendromuna eslik eden

anomalilerin anne yasi ile iliskili oldugu saptanmistir (46-48).

2.2.3. Eslik Eden Major Konjenital Anomaliler

a. Dogumsal Kalp Hastahiklarn (DKH)

Down sendromunda en sik rastlanan major konjenital anomali dogumsal
kalp hastaliklaridir (49-51). DS’li olgularda yasam siiresini etkileyen faktorlerin
basinda DKH gelmektedir. DKH’nin erken tami ve tedavisi, DS’li olgularda
prognozu ve yasam kalitesini etkileyen 6nemli bir faktordiir (49, 50, 52, 53).
Tiirkiye’de yapilan bir ¢aligmada DS’de DKH siklig1 %40 olarak bulunmustur
(54).

Bu ¢aligmaya gore DS’ de kalp anomalisi tipleri siklik sirasina gore,
% 45 Atrioventrikiiler kanal defekti

%35 Ventrikiiler septal defekt

%8 Atrial septal defekt

%4 Fallot tetralojisi

%7 Patent duktus arteriosus

%1 Diger goriilebilen kalp anomalileri seklinde saptanmuistir.

Tirkiye’ de yapilan diger bir ¢alismada Down sendromlu olgularda DKH
degerlendirmesi yapilmistir, bu ¢calismada elde edilen sonuglardan biri de % 72,4

vakada anne yasinin 35’ in altinda saptanmasi seklinde olmustur (55).

Literatiir bulgular1 regiiler tip trizomide DKH sikliginin daha yiiksek oldugunu
gostermektedir. Literatiirde % 33 ile % 76 arasinda degisen oranlar bildirilmigtir
(53). Isveg, Fransa ve Italya’nin katildig1 ortak bir calismada 5581 DS'li hastada
dogumsal malformasyon prevalansi degerlendirilmis; DKH orani Isveg’te % 32,

Fransa’da % 23, Italya’da ise % 21 olarak bulunmustur (56).



DS' li olgularda ilk 2 yillik yasamda mortalitenin baslica sebebi kardiyak

malformasyonlardir (51).

DS’ 1i vakalarin postmortem c¢alismalarinda aort ve pulmoner kapakta ¢ok
miktarda fenestrasyon ve senil vaskiiler degisiklikler rastlanmistir. Bu nedenle
DKH bulunmayan DS’ li hastalarinda diizenli araliklarla kardiyolojik yonden

degerlendirilmesi 6nerilmektedir (51).

b. Gastrointestinal Sistem Anomalileri

Down Sendromlu olgularin  %5’inde gastrointestinal sistem (GIS)
anomalileri saptanmustir (57). En sik rastlanan GIS anomalileri su sekilde
siralanmaktadir: %2,5 duedonal atrezi veya stenoz (annular pankreas ile beraber
olabilir), %1 imperfore aniis, %0,56 Hirschsprung hastaligi, %0,43
trakeadzefagial fistiil ya da 6zefagial atrezi. Ayrica Hirschsprung hastaligi olan
stit gocuklarinin % 5,9°u, duedonal atrezi veya stenozu olanlarin %251 DS’lidir
(58).

2.2.4. Goz Bulgulan

Down Sendromunda g6z bulgular1 olduk¢a sik karsimiza g¢ikar. Gozde
strabismus, katarakt, iriste beyaz lekeler (brushfield) ve nistagmus dikkati ¢eker.
Bazi bulgular dogustan olmasma karsm, bazi bulgular gelisim siirecinde ortaya
cikmaktadir. DS’ 1i bireylerde % 88,6 mongoloid goz aksi, % 47,7 epikantus, %9
blefarit ve blefarokonjonktivit, % 31,8 ice sasilik (esotropia), %35,8 myopi ve
%20,5 hipermetropi (kirilma kusurlari), %15,5 katarakt, %38,6 iriste brushfield
noktalari, % 40,9 iriste hipoplazi ve degisik oranlarda goz kapagi anomalileri
(pitozis, ektropion), keratokonus ve fundus bulgular1 seklinde goz bulgulari
goriilmektedir (59).
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2.2.5. Tsitme Bozukluklari

Down Sendromlu olgularda kulak enfeksiyonlarina sik rastlanmaktadir.
Bunun baslica nedenlerinden birincisi, DS’ li olgularda immun sistemin yetersiz
olmasidrr. Ikincisi ise basik yiiz yapilari, kafa kemiklerinde farkliliklar ve
siniislerinin kiigiikliigii nedeniyle serdz otite daha sik oranda yakalanmalaridir
(42). Bir ¢calismada 30 DS’ 1i ¢ocugun isitme diizeyi incelenmis %60’ inda hafif,
%13’ iin de orta derecede isitme kayb1 tespit edilmistir (60).

2.2.6. Norolojik Bulgular

Down sendromlu yenidogan ve siit ¢ocuklarinda en onemli O6zellik
hipotonidir (61). Kas tonusu gelisimini olumsuz etkileyen énemli faktorlerden
biri de dogumsal kalp hastaliginin mevcudiyetidir (61). Ayrica bu olgularda
yenidogan reflekslerinin kaybolmasi gecikebilir. Gelisme geriligi genellikle ilk
birka¢ ay i¢inde belirginlesir. Gelisim evreleri gecikmistir. Down sendromlu
bireylerdeki mental retardasyonun patogenezi tam olarak bilinmese de, 3 tane 21.
kromozom fizerinde ki siiperoksit dismutaz, S100 ve fosfofruktokinaz gibi
enzimlerini kodlayan genlerin sayica fazlaligindan kaynaklanmig olabilecegi
iddia edilmektedir (62). Down Sendromlu bireylerin beyinlerindeki gelisme
geriligi, olgunlagsma kusuru ve kortikal disgenezi, biiyiik bir ihtimalle fazla olan
21. kromozom tarafindan olusturulmaktadir. Ancak bundan sorumlu gen heniiz
tanimlanmamustir. 1Q diizeyleri genellikle 50°nin altindadir. Fakat diisiikk 1Q
diizeylerine ragmen O0grenme performanslar1 oldukga iyidir. Genellikle mutlu,
neseli ve taklitci karakterleri vardwr. Miizikten hoslanirlar. Son yillarda
gelistirilen uygulamalarla yenidogan doneminden itibaren fizyoterapi ve 6zel
egitim uygulandiginda, ¢ogu DS’li bireyin okuryazar duruma geldigi, kendi
hayatin1 kendi kendine siirdiirecek yetenekleri gelistirebildigi goriilmistiir (41).
DS’ li olgularin %9’ unda konviilsiyon goriilmektedir (42). Down sendromunda
Alzheimer hastaliginin normalden daha sik oldugu ve erken yasta basladig:

bilinmektedir, bir ¢alismada 30 yasin iizerindeki DS’ li bireylerin beyinlerinde
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senil plaklar saptanmis ve beyin agirliginin ortalama —2 SD altinda oldugu

gosterilmistir (63).

2.2.7. Hematolojik Bozukluklar

Down Sendromunda Iosemi riskinin arttigr ilk kez 1957 yilinda
yaymlanmistir (64). Erken ¢ocukluk doneminde 16semi riski yliksektir fakat yagla
birlikte azalmaktadir. DS’ li olgularda l6semi en ¢ok hayatin ilk 4 yilinda ortaya
¢ikmaktadir (65). DS’ 1i yenidoganlarin %10’ undan fazlasinda kanda blastlar
goriilmektedir. Bu durum klinik ve morfolojik olarak konjenital 16semiden
ayrilamayabilir. Kendiliginden remisyon ¢ogu olguda ilk 3 ayda meydana gelir,
hayat1 tehdit eden komplikasyonlar nadir olarak goézlenebilir. Bu durum gegici
anormal miyelopoez, gecici l6semik reaksiyon veya gecici myeloproliferatif
hastalik olarak adlandirilmaktadir (66). DS’ de bir diger hematolojik bozukluk
ise yiiksek hematokrit diizeyi, trombositoz veya trombositopenidir ayrica

yenidogan doneminde makrositoz sik goriilmektedir (67).

2.2.8. Immiinolojik Defektler

Down Sendromlu olgularda {ist solunum yolu enfeksiyonlarma sik
rastlanmasi, yine bunlarda yiiksek oranda antitiroid antikorlarinin bulunmasi ve
akut myeloid 16seminin daha sik goriilmesi immunolojik bir defektin varligini
diisiindiirmektedir. Bu konu {izerine yapilan arastirmalar bu defektin oldukca
karmasik oldugunu ve bireyler arasinda farkli 6zellikler gdsterdigini ortaya
koymaktadir (68, 69). DS’ li bireyler humoral ve hiicre aracili immun sistemle
ilgili birgok eksiklige sahiptirler. DS’ li bireylerin timuslarinda bir¢ok morfolojik
anormallik oldugu tespit edilmistir. DS’ de immunolojik bozukluklara neden olan
mekanizmalar tam aciklanamamakla birlikte immun sistemin degisik

kademelerini igeren yetersizliklerin mevcut oldugu bilinmektedir (70).



12

2.2.9. Tiroid Fonksiyon Bozukluklari ve Otoimmiinite

Down Sendromunda hipotiroidi ve hipertiroidi artmustir. Yenidogan
tarama programi ¢aligmasinda DS’ i olgularin %1,1° inde konjenital hipotiroidi
saptanmustir. Bu ¢alismada ayrica konjenital hipotiroidi insidans1 DS’ 1i olgularda
normal populasyona gore 28 kat fazla bulunmustur (71). Eriskin DS’ li bireylerde
yapilan bir diger ¢alismada, hipotiroidi %17, hipertiroidi %2,5, guatr %18
oraninda bulunmustur (72). DS’ li bireylerde yasa bagimli olarak tiroid
antikorlar1 olusumu ve tiroid hastalik siklig1 artmaktadir. DS’ i bireylerde tiroid
disfonksiyonunun artan sikliginin sebebi bilinmemektedir ancak immun
sistemdeki defektler bu durumdan sorumlu tutulmaktadir. DS’ li bireylerde ayrica
¢Olyak hastaligi, alopesia areata, vitiligo, diabetes mellitus, adrenal disfonksiyon

ve kronik aktif hepatit gibi otoimmun hastaliklara sik rastlanilmaktadir (73).
2.2.10. Biiyiime Hiz1 ve Boy Uzunlugu

DS’ de genellikle intrauterin gelisim geridir. Bu olgularda ilk 6-9 ay
biiylime hizlar1 iyidir ancak 3 yasindan sonra belirgin yavaglama gozlenir. DS’ 1i
bireylerde boy -3SD’ nin altindadir ve final boylar1 ise 140-160 c¢cm arasinda
degismektedir. Bu olgularda biiylime hormonu eksikligi yoktur ancak biiylime
hormonu tedavisine iyi yanit vermektedirler (74). DS’ li bireylerde biiyiime

gelismenin takibi i¢in Down sendromuna 6zgiin skalalar gelistirilmistir (75).

2.2.11. Ureme Fonksiyonlar1

DS ’li erkek olgularda fertilite ¢ok azalmistir ve genel olarak infertil
olduklar1 bilinmektedir (42). Erkek olgularda birincil ve ikincil seks
karakterlerinin gelisiminin, spesifik pitiiiter ve testikiiler hormon seviyelerinin 1yi
oldugu tespit edilmistir, pubik killanmanin ve penis boyutunun normal
adolesanlardan belirgin bir farkinin olmadigini belirlenmistir. Genel olarak DS’ li
erkeklerin fertilite oranlar1 diisiik olmakla beraber, literatiirde az sayida da olsa
cocuk sahibi olabilenlerine rastlanmaktadir (76). Erkeklerde ki bu total
steriliteye ragmen kadin DS’ li bireyler lireme fonksiyonuna sahiptirler ancak
ireme fonksiyonlar1 diigiiktiir. Ge¢ menars olur ve erken menapoza girerler.

Down sendromlu kadinlarda gebelik olusabilir ve tek bir gebelikte down
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sendromlu ¢ocuk dogurma olasiliklar1 %50’dir. Istenmeyen gebeliklerin
Oonlenmesi i¢cin DS’ li gen¢ kadmlarin kontraseptif danigmanlik almalar1
gerekmektedir (77). DS’ 1i disilerde histolojik olarak yapilan g¢alismalarda
overlerde 14,5 yasma dek folikiil biiylimesinin ¢ok yavasladig1 ve antral folikiil

sayisinin azaldigi gosterilmistir (78).

2.3. Down Sendromunun Prenatal tanisi

2.3.1. Prenatal tam

Anne ve babalar saglikli bir bebek sahibi olmay1 hayal etmelerine karsin her
gebelik istendigi sekilde devam etmemekte ve ciftler gebelik siirecinde bazi
riskler yasayabilmektedirler (79). Prenetal tan1 denilince, fetiisteki normal dig1
bulgularin gebeligin miimkiin oldugu kadar erken doneminde test edilmesi ve
gerekiyorsa gebeligin sonlandirilmasi akla gelmektedir. S6z konusu problemler
kalitsal gecis gosteren hastaliklar olabildigi gibi, degisik nedenlerle olusan
malformasyonlar, intrauterin enfeksiyonlar, teratojenik etkenler ve benzeri
patolojileri de kapsamaktadir (80). Prenatal tanida esas sorun fetiislin hasta veya
etkilenmis olabilmesi nedeni ile tehdit altinda olmasidir (80). Literatiirde
gebeliklerin %96’ smin saglkli bebek ile sonuglandigi ancak %4’ {iniin risk
tasidig1r belirtilmektedir. Bu risk faktorlerinin belirlenmesinde prenatal tani

yontemleri kullanilmaktadir (79).

Gebeliklerin % 8’ inde genetik amacli prenatal tan1 endikasyonu s6z konusu
olmaktadir. Prenatal tam1 embriyonik ve fetal tanmin tiim asamalarmi
icermektedir (79). Prenatal tani amaciyla birinci ve ikinci trimesterde,
giiniimiizde yapilan girisimsel klasik yOntemler olarak “koryon villus
orneklemesi” (CVS), amniosentez (AS) ve “fetal kan Orneklemesi” (FBS,
Kordosentez) uygulanmaktadirlar. Her yOntemin uygulanabilme zamani,
uygulanma kolayligi, laboratuar sonug¢larinin alinma siiresi ve komplikasyonlar1

bakimindan birbirlerine gére farkli 6zellikleri bulunmaktadir (81).
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2.3.2. Prenatal taninin amaci

Prenatal tanida esas ama¢ endikasyon varsa, olabildigince erken taniya
varmaktir. Boylece fetusun saglhigi hakkinda karar verilmek suretiyle saglikli
gebeligin  devami saglanarak annenin sikinti ve endiseden kurtarilmasi
hedeflenmektedir. Ayrica erken tani, gebeligin sonlandirilmasi durumundan hem
bedensel hem de psikolojik sorunlarin aza indirilmesinde Onemli katkilar

saglamaktadir (81).

2.3.3. Prenatal Tam1 Yontemleri

Non invaziv Yontemler

Fetal ultrasonografi
2. Maternal kanda bakilabilen markerlar

3. Pre-implantasyon genetik tani

Invaziv Yontemler

1.Amniyosentez
2. Koryon villus 6rneklemesi (CVS)
3. Fetal kan 6rneklemesi (Kordosentez)

4. Fetal viicut doku 6rneklemeleri

2.3.4. Down Sendromunda Prenatal Tam yontemleri

Mental retardasyon yapmast ve erken yasta 6liime neden olmasi nedeniyle
onde gelen toplumsal sorunlardan olan Down sendromu olgularinin tiimii olmasa

da Onemli bir kismi, gebelik doneminde ¢esitli tan1 yOntemleriyle



15

taninabilmektedir ve boylelikle ailelere gebeligi devam ettirme ya da
sonlandirma secenckleri sunulabilmektedir (82,83). Ilk trimester tarama testi ve
ense kalinlig1 6lgiimii, U¢li test, ikinci diizey ultrasonografi ile DS agisindan

yiiksek riskli olan gebelikleri tespit etmek miimkiindiir (84).

Down sendromlu ¢ocuklarin %80' i sitogenetik inceleme icin endikasyonu
bulunmayan 35 yasin altindaki kadinlardan dogmaktadir. Down sendromlu
fetlislerin sadece %20' si ileri yas annelerden dogmaktadir. Dolayisiyla tarama
yontemleri ile Down sendromlu gebeliklerin %80' i prenatal olarak tespit
edilemedigi bildirilmektedir (39).

a. Tarama Testleri

Trizomi 21 taramasma ilk olarak 1970’ li yillarin basinda ileri anne
yas1 kullanilarak baslanmistir. Ancak Down sendromlu ¢ocuklarm %85’ inin 35
yas altindaki annelerden diinyaya geldigi goriilmiistir. Bu durum, geng
kadinlarin dogurganlik yiizdelerinin daha yliksek olmasiyla agiklanmaktadir.
Yine de, bir kadinin Down sendromlu bir ¢ocuk dogurma olasiligi, yasiyla
birlikte artmaktadir. Ornegin, 20 yasinda 12 haftalik gebeligi olan bir kadinda bu
olasilik 1068 de 1 iken, 35 yasindaki bir kadinda 249 da 1’e, 40 yasmdaki bir
kadinda da 68 de 1’ ¢ ¢ikmaktadir (85).

Giintimiizde Down Sendromu tarama stratejileri ikinci trimester serum
biyokimya testlerini, birinci trimester testlerini (sonografik belirtecler ile serum
biyokimyasmin kombinasyonu) ve birinci ile ikinci trimester belirteglerinin

entegrasyonunu igermektedir (86).

Tiirkiye' de trizomi 21 riski belirlemesinde kullanilan en yaygim test
halen ticli testtir. Birgok iilkede de tiglii testin halen ulusal prenatal anéploidi
tarama programinda en onemli test olarak kullanildigini bilinmektedir (87, 88).
Arastirmalarda bebekte Down sendromu olmasi durumunda kan inhibin-A
diizeylerinin daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bu yiikseklik nedeni ile inhibin-A

diizeylerinin Down sendromu i¢in tarama testi olarak kullanilabilecegi
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diisiiniilmiistiir. Ancak tek basmna degerlendirildiginde inhibin-A Down

sendromlu olgularin sadece %41' ini tantyabilmektedir (89).

Down sendromunda AFP ve E3 gebelik haftasina gore olmasi
gerekenden diisik, HCG ise olmasi gerekenden yiiksektir. Burada en onemli
nokta testin yapildig1 anda gebelik haftasinin ultrasonografi ile teyit edilmis
olmasidir ¢linkii 6l¢iimii yapilan hormonlarin MoM degerleri gebelik haftasina
gore degiskenlik gostermektedir. Bu tarama metodu tek basina anne yasindan
daha etkilidir ve %50-70 dogruluk degeri ile trizomi 21° 1i fetiisii
saptayabilmektedir (87, 90).

b. Prenatal USG

Genetik sonogram olarak da adlandirilan, fetiiste ki baz1 major ve
mindr ultrasonografik dismorfik bulgularin belirli bir yontem i¢inde (skorlama
sistemi veya bilgisayar programi gibi) incelenmesi sonucunda % 4-15 yalanci
pozitiflik oramiyla Down sendromlu fetuslarm % 65-75 kadarinin

belirlenebilecegi gosterilmistir (91).

Ense kalinlig1 6lgiimii trizomi 21°1i olgularin derilerindeki elastisite
yetersiziligine bagh olarak ortaya ¢ikmaktadir. Down sendromunda ki bu 6zel
cilt degisikliginin, gebeligin ilk ii¢ ay1 igerisinde yapilan ultrasonografide artmis
nukal translusensi (NT) olarak saptanabilecegi 1990’11 yillarda fark edilmistir. Tlk
trimesterde trisomi 21’ li fetiislerin yaklasik %75’inde NT artmistir ve olgularin

%60-70’inde burun kemigi yoktur (92).

Ikinci trimesterde Down sendromlu fetiislerin belirlenmesinde,
ozellikle son zamanlarda bazi ultrasonografik belirtegler kullanilmaktadir (93).
Ikinci trimesterdeki bu ultrasonografik belirtegler major ve mindr olmak iizere iki
gruba ayrilmaktadwr. Kardiak anomaliler, duodenal atrezi, omfalosel ve
hidrosefali gibi fetal malformasyonlar ve nukal kalinhk artist major
ultrasonografik belirtecler olarak kabul edilmektedir. Major ultrasonografik
belirteclerin her biri, Down sendromu tanisinda diigiik risk grubunda bulunan
hastalarda dahi ¢ok yiiksek spesifisiteye bagli olarak yiiksek pozitif prediktif

degere sahiptir. Mindr dismorfik ultrasonografik belirtecler ise, tek baslarina
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anomali olmayan ve normal fetiislerde de belli bir oranda goriilen ancak
anOploidili fetiislerde daha sik goriilen belirteclerdir. Bu belirtecler; hafif kisa
femur, hafif kisa humerus, hafif piyelektazi, ekojenik intrakardiyak odak,
hiperekojen bagirsak ve koroid pleksus Kistleridir (94).

2.4. Down Sendromunun Etyolojisi ve Etyolojiye Yonelik Hipotezler

Down sendromunun kromozomal temelleri iyi biliniyor olmasina
ragmen kromozomal bozuklugun nedenleri heniiz ¢ok iyi anlagilamamigtir (43).
DS’ liler arasinda anormal gametin maternal mayoz I’den kaynaklananlarinin
yiizdesinin yiiksek olmasi, altta yatan nedenin ileri anne yasma bagl olarak

gelisen maternal mayozun 1. evresindeki bir hata oldugunu diisiindiirtmektedir
(43).

Olasiliklarda biri  “yasli yumurta” modelidir. Yumurta yaslandikc¢a
kromozomlarm uygun olarak ayrilmalarinda hata olusma olasiligmin arttigi
diistiniilmektedir. Trizomi 21 arastirmalarda, rekombinasyon olaymin sayisi ve
veya yerlesiminin kromozom ¢iftinin iki mayoz béliinme esnasinda uygun olarak
ayrilip ayrilamayacaginin belirleyicisi oldugunu gostermistir. Yash yumurtalar,
rekombinasyon mekanizmasindan kaynaklanan nondisjunction egilimine cevap
vermekte daha etkisiz kalabilirler. Bu modelin 6nemli bir 6zelligi bugiin DS’li bir
bebegin dogumuna neden olan etyolojik olaym, bundan 35-40 yil 6nce DS’li
bebegin annesi heniiz bir fetiisken ve oositleri 1. mayoz bdliinmenin profazinda
iken meydana gelmis olmasidir. Rekombinasyon kaliplari ve kromozom
segregasyonu arasindaki 6nemli iliski biliniyor olmasma ragmen 21.

kromozomun ayrilamamasi ve anne yasi etkisi konusu heniiz aydinlatilamamaistir

(43).

DS’li cocuk riski 30 yas civarindaki annelerde keskin olarak
yiikselmektedir ve en yash anne grubunda 25 dogumda bire ulasmaktadir (Tablo
1). Geng annelerde risk ¢cok daha diisiik olmasina ragmen, dogum hizlarinin ¢ok
daha fazla olmas1 nedeniyle tiim DS’ li bebeklerin annelerinin yarisindan fazlasi
35 yasin altindadir. Birlesik devletler ve kanada’da 35 yas ve iizerindeki

gebelerin % 50 veya daha fazlasma prenatal tan1 amacglh fetal kromozom analizi
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yapilmaktadir ancak analiz edilen fetiislerin sadece % 1’inde trizomi 21

saptanmaktadir (43).

Tablo 2.2. Anne yasi ile iliskili olarak canli dogumlarda ve fetiislerde Down

sendromu insidansi

Anne Dogumda Amniyosentezde(16.hafta) CVS (9-
yas1 11.hafta)
15-19 1/1250 - -
20-24 1/1400 - -
25-29 1/1100 - -

30 1/900 - -

31 1/900 - -

32 1/750 - -

33 1/625 1/420 1/370
34 1/500 1/333 1/250
35 1/385 1/250 1/250
36 1/300 1/200 1/175
37 1/225 1/150 1/175
38 1/175 1/115 1/115
39 1/140 1/90 1/90
40 1/100 1/70 1/80
41 1/80 1/50 1/50
42 1/65 1/40 1/30
43 1/50 1/30 1/25
44 1/40 1/25 1/25
45 ve 1/25 1/20 1/15
lizeri
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2.4.1. Folat metebolizmasi ve DS riski

Folatlar tek karbon biyosentezi ve epigenetik islemler icin gereklidirler.
Hiicresel folatlardaki bir yetmezlik hatali DNA metilasyonu, nokta mutasyonlari,
kromozom kirtlmalari, hatali kromozom replikasyonu ve andploidilere neden
olmaktadr. Ik olarak 1999° da rapor edilen folat homosistein
metabolizmasindaki genetik polimorfizmler nedenli bozukluklarm Down
sendromlu ¢ocuk sahibi olma riskini arttirdig1 ortaya konulmustur. In vitro ve in
vivo arastirmalar bozulmus folat homosistein metabolizmasinin kromozom 21’ in
ayrilamamasi ile iliskili oldugunu gostermektedir. Fakat DS’ li bir ¢cocugun
dogumunun ¢esitli genetik, epigenetik, cevresel orjinli oldugu diisiiniilmektedir

ki bu durum bu farkli nedenler arasinda baglant1 kurulmasini giiclestirmektedir
(20).

B9 vitamini ailesi tiyeleri genel olarak folatlar olarak bilinmektedirler.
Folatlar tek karbon biyosentezi ve epigenetik islemler ig¢in gerekli Oonemli
bilesiklerdir. Folatlar diyetsel kaynaklardan ozellikle yesil sebze ve meyvelerin
tilketilmesiyle viicuda alinmaktadir. Folik asit ise folatlarin yiyeceklere ve ek
diyet maddelerine sentetik olarak eklenmis formudur. Folatin bagirsakta
emildikten sonra karacigerde 5- metil tetrahidrofolat (5-metil THF) formunu
almas1 i¢in rediiksiyon ve metilasyon reaksiyonlar1 gecirmesi gerekmektedir.
Daha sonra kana salinir ve hiicreler tarafindan alinirlar. Boylece DNA ve RNA
prekiirsorleri tarafindan veya homosisteinin metiyonine ¢evriminde kullanilirlar.
Metiyonin de ana DNA metile edici ajan olarak bilinen SAM’ 1 olusturmakta
kullanilir.  Folik asit dogal biyolojik formu olan vitamin sekli, 5-metil THF
haline, bagirsak duvarini gectikten sonra enzimatik bir rediiksiyon ve metilasyon
islemi sonucunda gelmektedir (95, 96). Hiicresel folat metebolizmasmdaki bir
bozukluk hatali DNA metilasyonu, nokta mutasyonlari, kromozom kiriklari,
artmis mikroniikleus, hatali rekombinasyon ve andploidilere neden olmaktadir
(97). Bozulmus folat metabolizmasi benzer fonksiyonel enzimleri kodlayan

genlerdeki polimorfizmler sonucunda da goriilmekte olup ¢esitli hastalik ve
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kanser tiplerinde (98-101) kardiovaskiiler hastaliklarda (102, 103),
norodejeneratif hastaliklarda (104, 105) ve noral tiip defektlerinde de bozulmus

folat metabolizmasina rastlanilmaktadir (106, 107).

Down sendromu olgularinin % 95 inde kromozom 21 nondisjunction
olay1r maternal kaynakli ve oositin olgunlasma evresinde mayoz I sirasinda
meydana gelmektedir (101). Literatiirde baz1 ¢aligmalarda metabolik
enzimlerdeki genetik polimorfizmlerle iligkili olarak folat metabolizmasindaki
bozukluklarin DS’ 1i ¢ocuk dogurma riskini arttirdig1 belirtilmektedir. Kuzey
Amerika popiilasyonunda MTHFR geninin 677T alelilinin DS’ 1i ¢ocuk sahibi
olma agisindan bir risk faktorii olabilecegi belirtilmistir (15). Arastirmalarda
temel olarak folat metabolizmasmin DS’ 1i ¢ocuk sahibi olma riskindeki
muhtemel roliinii incelemek amacglamistir. Bu maksatla farkl {ilkelerde bircok
calisgma yapilmasina ragmen kesin bir sonuca ulasilamamistir (12-36). Elde
edilen farkli sonuglardan ortaya c¢ikan bilgiler 1s183inda bu SNP’ ler bagimsiz bir
risk faktorii olarak degerlendirilmistir ve suan ki mevcut goriise gore; folate /
Hcy metabolik yolaginin bozulmasiyla iligkili genetik polimorfizmlerin tek
baslarina DS’ 1i ¢ocuk sahibi olma riski olusturmasi icin yeterli olamayacagidir.
Bununla beraber bu polimorfizmlerin kombine olarak genomda bulunmalar1 ise

DS’ li gocuk sahibi olma riskini arttirmaktadir (9, 12-14, 17-19, 21, 24, 35).

Bazi arastirmacilar genetik ve cevresel faktdrlerin yaninda diyetsel
faktorlerin 21. kromozomun iki ¢iftini tasiyan yumurtalarin olusmasi arasinda
karisik bir baglant1 oldugunu belirtmektedirler. Bu arastirmacilara gore folat
metabolizmasimin DS riskindeki roliinde diger bir karigiklik folat tagiyicilari olan
SCL19A1 ve RFC1 ve CBS genlerinin roliidiir. Bu genlerin trizomilerinin folat
ihtiyacini arttirabilecegi ve DS’li fetiislerin olusmasina neden olabilecek sonuglar

dogurabilecekleri 6ne siiriilmektedir (13, 14, 15, 17, 30).

Folat ve homosistein metabolizmasi ve trizomi 21 arasindaki kompleks
iliski glinlimiizde tekrar gdzden geg¢irildiginde, su anki mevcut diisiince; maternal
ve emriyonik kombinasyonlarin o6zellikle folat metabolizmasinda rol alan
genlerdeki polimorfizmlerle beraber annenin diyet ve yasam tarzinin trizomi

21’11 fetiisiin hayatta kalmas: ile iligkili oldugudur (30). Ayrica ¢ogu kromozom
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21 nondisjunctionlar1 biiyiikannenin viicudunda maternal embriyogenezisde
meydana gelmektedir bununla birlikte biiylikannenin genotipinin ve hamileligi
esnasindaki nutrisyonel durumunun maternal yumurtalarin iki adet kromozom 21

tagimasinda etkili olabilecegi diisiiniilmektedir (36, 40).

flerlemis anne yas1 trizomi 21 i¢in major risk olusturmaktadir. Annelerin
35 yas sonrasinda DS’ 1i cocuk dogurma riskleri hamilelik yasi ile orantili olarak
artmaktadir (6). Cogu DS vakasinda anne yasi 35 altindadir ve bu da yash
annelere oranla gen¢ annelerde farkli mekanizmalarin (6rnegin bozulmus folat
homosistein metabolizmasinin) kromozom 21 nondisjunctionuna neden oldugunu
diistindiirmektedir (7). Bununla birlikte anne yas1 DS’ li gocuk dogurma riskinde
folat metabolizmasinin roliinii karmasik hale getirmistir. Yapilmis son ¢aligmalar
anne yasinin etkisinin maternal mayozun II. evresinde hatalara neden oldugunu
gostermektedir (8). Buna ek olarak maternal yumurtalik mozaisizminin trizomi
21 igin farkli bir risk faktorii olabilecegi hipotez seklinde diisiiniilmektedir (9).
Ozetle insanda kromozom nondisjunctionu multifaktdriyel bir mekanizma
seklinde wvurgulanmaktadir ve bu duruma neden olan daha spesifik risk
faktorlerinin incelenmesi gerekliligi iizerinde durulmaktadir (7, 8, 9). Alkol
kullanim1 diisiik serum folat seviyeleriyle ve bozulmus MTR aktivitesi ile iliskili
bulunmustur. Dolayistyla DS’ li cocuk riski ¢caligmalarinda alkol kullanimi diger

bir diyetsel faktor olarak goz oniinde bulundurulmalidir (10).

DS vakasinda sadece %35’ ten az paternal mayozla iliskili hatalar s6z
konusudur. Literatiirde diyetsel faktorlerin sperm andploidisine etkisi hakkinda
¢ok az bilgi bulunmaktadir. Yapilan son caligmalar yiliksek folat alimi olan
erkeklerin spermlerinde ki monozomi 21 oraninin diigiik folat alan erkeklerle
karsilastirildiginda daha az oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica folat
metabolizmasinin insanda ki nondisjunction olayina etkisinin bir kanit1 olarak da

bu bilgi sunulmaktadir (11).
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2.4.2. Folat, homosistein, metiyonin metabolizmas1 ve DNA

metilasyonu ya da DNA sentezi iizerine etkisi

Hiicresel folatlar, hem DNA metilasyonu isleminde hem de niikleik asit
prekiirsorlerinin sentezinde kullanilabilirler (Sekil 1.1 ). Folatlar hidrofilik
molekiillerdir ve biyolojik zarlardan tek basina diflizyonla gecemezler. Bu
yiizden memeli hiicre ve dokularmma karmasik membran transport sistemleri
sayesinde gecebilirler. Folatlar genetik ve fonksiyonel olarak farkli transport
sistemleri kullanilirlar. Bunlar RFC1(reduced folat carrier), FR (folat receptor) ve
proton- coupled folat transporterdir (PCFT). Aralarinda en iyi karakterize

edilmis olan1 ve en ¢ok eksprese olan1 RFC1’ dir (96, 108).

RFCI1 genel olarak genis bir ekspresyon paterni gosterirken, ek folat alim
sistemlerinin ekspresyonlar1 belirli dokularla sinirhidir. Bu ylizden RFC1 memeli
hiicre ve dokularinda folat kofaktdrlerinin kandan hiicre i¢ine alinmasinda major

rol oynayan transport sistemidir (140).

Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR), DNA metilasyonunun
diizenlenmesinde diizenleyici bir rol oynamaktadir. MTHFR homosisteinin
metiyonine remetilasyonunda bir karbon alici bulunan 5-metil-THF’ nin
sentezlenmesinde gorev alir. Bu remetilasyon reaksiyonu MTR enzimi sayesinde
gerceklesir. MTR enzimi metiyonin dongiisiinde anahtar bir enzimdir, kobalamin
bagimli bir reaksiyon ola nhomosisteinin metiyonine transmetilasyonu
reaksiyonunu, metil-THF’yi metil grubu alicis1 olarak kullanarak gergeklestirir.
MTR bir metil grubunu 5 metil-THF’den Homosisteine metiyonin ve
tetrahidrofolat olusturmak iizere transfer eder. Kobalamin bu reaksiyonda
kofaktor olarak gorev yapar. Metiyonin sentaz rediiktaz (MTRR) ise MTR’nin
aktif olmasmi saglar. Metiyonin, metiyonin adenozil transferaz (MAT)
tarafindan katalizlenen reaksiyonda SAM’ m olusumunda gerekli bir
aminoasittir. Bu sekilde olusturulan SAM’m ¢ogu, S-adenozil homosisteine
(SAH) donistiirtilerek transmetilasyon reaksiyonlarinda kullanilir. SAH metil
grubunu DNA gibi ¢esitli biyolojik akseptorlere transfer eder, bu reaksiyonlar

metiltransferaz tarafindan katalizlenir. SAH daha sonra SAH hidrolaz tarafindan
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homosistein ve adenozine doniistiiriilir. Boylece homosistein MTR araciligiyla
metiyonine doniistiiriilebilir. Alternatif olarak homosistein serinle kondense olur
ve sistatiyonin formunu alir, vitamin B6’nin kofaktor olarak kullanildigi bu
reaksiyon sistatiyonin b- sentaz (CBS ) tarafindan katalizlenir. Sistatiyonin ise
daha sonra bir antioksidan olan glutatyonun (GSH) yapiminda kullanilmaktadir.
SAM allosterik olarak CBS aktivitesinin diizenlenmesinde kullanilir. MTR
etanole maruz kaldiginda metil grubu betainden homosisteine metiyonin
olusturmak fiizere transfer edilir ve bu reaksiyon betain-homosistein

metiltransferaz tarafindan katalizlenir (109).

DNA metilasyonunda MTHFR’ nin substrat1 olan 5,10-MTHF, molekiiler
ihtiyaclara bagli olarak DNA sentezinde kullanilir. Timidilat sentaz (TYMS)
deoksi iiridin monofosfat (dAUMP) ve 5,10-MTHF’ yi deoksi timin monofosfat
(dTMP) ve dihidrofolata (DHF) donistiiriir (sekil 1.1). Metilentetrahidrofolat
dehidrogenaz (MTHFD1) iiclii fonksiyona sahip bir enzimdir ve tetrahidrofolat
plirin, metiyonin ve timidilat doniistimiinii katalizler. Enzimin bu 3 fonksiyonu,
5,10-MTHF dehidrogenaz, 5,10-metilen tetrahidrofolat siklohidrolaz ve 10 formil
tetrahidrofolat sentetaz olarak gérev yapmak ve sirali olarak bir dizi reaksiyonu
katalizlemek seklindedir. Birinci reaksiyon 10-formil tetrahidrofolat sentetaz
aktivitesi sayesinde gergeklestirilir, 10-formil tetrahidrofolat, fosforibozil
glisinamid transformilaz  (GART) enzimi tarafindan pirinlerin yapiminda
kullanilabilir (110). Ozetle folat metabolizmas1 birka¢ enzime ihtiya¢ duyar ve

burada gorevli kofaktorler hiicresel metabolik ihtiyaglar: karsilarlar (Sekil 1.1).
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dUMP DNA
Metilasyonu

Sekil 1.1. insan folat metabolik yolag (67).

Enzimler: CBS: Sistatiyonin b-sentaz; GART: Fosforibozilglisinamid
transformilaz; MTHFD1: Metilentetrahidrofolat dehidrogenaz; MAT: Metiyonin
adenoziltransferaz; MTHFR: Metilentetrahidrofolat rediiktaz; MTR: Metiyonin
sentaz; MTRR: Metiyonin sentaz rediiktaz; RFC1: Reduced folate carrier; TC:

Transkobalamin; TYMS: Timidilat sentaz.

Metabolitler: DHF: Dihidrofolat; GSH: Glutatyon; THF: Tetrahidrofolat;
dTMP: Deoksitimidin monofosfat; dUMP: Deoksiiiridin monofosfat; SAH: S-
adenozil homosistein; SAM: S-adenozil metiyonin.Kofaktorler: B12: Vitamin

B12 veya kobalamin.
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2.4.3. Metilentetrahidrofolat Rediiktaz (MTHFR) ve Down Sendromu Riski

MTHEFR aktivitesini azalttig1 bilinen iki adet polimorfizm bulunmaktadir.
Bunlardan birincisi MTHFR 677C>T (Ala222Val) ve MTHFR 1298A>C
(Glud429Ala)’ dir (111). Cesitli galigmalarda MTHFR 677T allelinin artmis total
plazma Hcy ve azalmig serum folat seviyeleri ile iliskili oldugu gosterilmistir
(114,115). MTHFR 1298A>C polimorfizminin enzim aktivitesi lizerine etkisi

677C>T polimorfizminin etkisinden daha azdir.

Bir¢ok c¢alismada farkli MTHFR 1298 A>C genotiplerini tasiyan
bireylerde total Hcy veya serum folat seviyelerinde farkliliklar tespit edilmistir
(112). Bu iki polimorfizmin insanlarda MTHFR enzimi iizerine etkisi gectigimiz
yillarda ortaya konmustur (112, 113). Yamada ve arkadaslart MTHFR enziminin
insanlarda dimerler halinde bulundugunu ileri slirmiiglerdir. Bu modele gore
monomerler birlesmektedirler ve katalitik enzim dimeri olusturmaktadirlar.
Dimeri olusturan katalitik domain 222. pozisyonda diger diizenleyici domain ise
429. pozisyonda bulunmaktadir. Bu modele goére monomerler birbirine
baglanmakta ve katalitik enzim formunu olusturmaktadirlar (116). Katalitik
domain flavin adenozin diniikleotid (FAD) kofaktoriine ve folata baglanir.
Diizenleyici domain ise SAM’ a baglanirken, diizenleyici domain ve Katalitik
domainin alt birimi arasinda allosterik bir etkilesim olur. Arastirmacilar, sicaklik
etkisiyle dimer yapisinin bozuldugunu ve enzim aktivitesinin sona erdigini
gozlemlemislerdir. Fakat yeniden fizyolojik folat, FAD ve SAM seviyeleriyle

muamele edildiginde enzimin stabilize oldugu tespit edilmistir (116).

2.4.4. MTHFR 677C>T polimorfizmi ve Down Sendromu Riski

1999 da anormal folat ve metil metabolizmasmin DNA
hipometilasyonuna ve anormal kromozomal segregasyona neden olabilecegi
kanitina dayanarak James ve arkadaslart MTHFR 677C>T polimorfizminin geng
annelerde maternal mayotik nondisjunctiona neden olabilecegi ve DS i¢in bir risk
faktorli olusturabilecegi hipotezini ortaya atmuslardir. Elli yedi DSA ve elli
kontrol annesinde yaptiklar1 calismada DSA’ larda Onemli miktarda artmis
plazma Hcy konsantrasyonu ve lenfosit metotreksat sitotoksitesi tespit etmislerdir

ki bu da anormal folat ve metil metabolizmasinin birbiriyle iligkili oldugunu
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gostermektedir. Bununla birlikte MTHFR 677 T allelinin 2,6 kat fazla DS’ 1i
cocuk riski ile iliskili oldugunu saptamiglardir. Bu calismada DSA’ da folat
metabolizmasinin anormal oldugunu ve bunun MTHFR genindeki bir mutasyona
bagl olarak meydana geldigi gosterilmistir (15). Gegtigimiz on yil igerisinde
yapilan bir¢ok ¢esitli ¢alisma folat ve metil metabolizmasinin DS riskindeki

roliinii agiklamak amaciyla yapilmistir. Bu ¢aligmalarin hemen hemen hepsinde

MTHFR 677C>T polimorfizmi arastirilmistir (12-36) (Tablo 5.1).

MTHFR 677C > T polimorfizmi Amerika, Kanada, Misir ve Cin
populasyonlarinda DS’ li ¢ocuklar i¢in bagimsiz bir risk faktorii olarak kabul
edilmistir (12, 15, 21, 31, 32). Benzer sonuglar brezilya (14, 16, 17, 18, 37) ve
Hindistan’ da da (25, 29, 33) saptanmustir. Avrupada yapilan ¢esitli ¢aligmalarda
(13, 19, 20, 22-24, 28, 30-36), Tiirkiye ve Japonyada ki ¢alismalarda (26, 27) bu
polimorfizm bagimsiz bir risk faktorii olarak bulunmamustir. Sonuglardaki bu
farkliliklarin nedeninin, allel frekanslarindaki farkliliklar, farkl olgu kontrol grup
calismalar1 ya da cevresel faktorlerin etkisinden kaynaklaniyor olabilecegi

vurgulanmustir (10).

Akdeniz tlkelerinde yapilan calismalarda elde edilen sonuglara gore
sadece Misir disinda MTHFR 677T alleli DS i¢in bagimsiz bir risk faktorii olarak
goriilmemistir. Akdeniz diyetine bagh olarak daha fazla folat agisindan zengin
besinler tiiketilmesinin MTHFR 677T alleli igin ters bir etki yaptigi
diisiiniilmektedir (13, 20, 28). Bununla birlikte Meguid ve arkadaslarinin Misirda
yaptig1 ¢alismada MTHFR genotipi ve folat alimi1 arasinda onemli bir iliski
ortaya konmustur (32).

Gen-gen iliskileri arastirilan calismalarda; Hcy metabolizmasinda gorev
alan MTHFR enziminin 677T ve 1298C allellerinin ayrica hiicre i¢ine folat
taginmasinda gorev alan RFC1, metiyonin sentaz (MTR) (35) ve metiyonin
sentaz rediiktazdaki (MTRR) mutasyonlarin DS i¢in bir risk faktorii oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte ayrica 3 veya daha fazla polimorfizm varliginda
DS riskinin arttig1 saptanmistir (35). Sonuglar MTHFR 677T allelinin tek basina
DS i¢in riski arttrmaya yetmedigini gostermektedir. MTHFR 677T alleli, diisiik
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folat alim1 ve ayn1 metabolik yolakta bulunan diger polimorfizmler ile kombine

edildiginde DS igin bir risk faktorii olusturmaktadir (10).

2.45. MTHFR 1298A > C polimorfizmi ve Down Sendromu Riski

Down sendromu igin bir risk faktorii olusturmasi agisindan
MTHFR 1298A > C polimorfizmi, 677C > T polimorfizmine gére daha az
calisilmistir (Tablo 5.1). MTHFR 1298A alleli ve DS arasindaki iliski ilk olarak
2002 yilinda brezilya populasyonunda yapilan c¢alisma sonucunda ortaya
atilmistir (16). Bazi arastirmalarda artmig DS riski ile MTHFR 1298A > C ve
677C > T polimorfizmlerinin iliskili oldugunu tespit edilmistir (16-18 23-28).
Benzer sonuglar Hindistan (29) ve Giiney Italya’ da da (19) saptanmustir, ayrica
iki varyantinda beraberligi DS i¢in bir risk faktorii olusturduguna dair veriler
Misirda yapilan ¢calismada da gosterilmistir. Brezilyada yapilan bes ¢alismadan
dordiinde, MTHFR 1298C varyant1 ve folat metabolizmasinda rol oynayan diger
genlerdeki polimorfizmlerin beraberliginin artmis DS riski olusturdugu

gosterilmistir (14, 16, 17, 18, 37).

2.4.6. Gebelikte Anne Yas1 ve Down Sendromu Riski: Folat
Metabolizmasiyla iliskisi

Gebelikte ilerlemis anne yasi trizomi 21 i¢in major risk
olusturmaktadir. Otuz bes yas sonrast DS hamileligi riski, yasm arttig1 oranda
artmaktadir (117). Bununla birlikte DS sebebi olarak mayotik nondisjunction
goriiliiyor olsa dahi hala mekanizma hakkinda bir¢ok bilinmeyen vardir. Trizomi
21 calismalarinda, mayoz I ve II’ de goriilen maternal nondisjunction sonucu
olusan farkli rekombinasyon seviyeleri tespit edilmistir. Bundan dolayi, ilerlemis

anne yasi ve genetik rekombinasyonun yeri kromozom 21 ayrilamama durumu

icin iki 6nemli risk faktoriidiir (118, 119).

Maternal yas ve degismis kromozom 21 rekombinasyon paternleri
arasinda iliski olup olmadigini belirlemek icin Lamb ve arkadaslar1 21.
kromozomu maternal mayoz I orijinli olan 400 hastayr maternal yasa gore

gruplamiglar. Bu ¢alisma ile kromozom 21 nondisjunctionu olan yash bir annede
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ilerlemis yasa bagli olan mayotik mekanizmanin daha ¢ok hataya yatkin olmasi
sonucunda oositlerin yanlis segregasyonuna neden oldugu gosterilmistir. Buna
karsilik geng annelerde eksik veya degismis rekombinasyon yeri (sentrome ya da
telomere yakin) sonucu meydana gelen kromozom 21 nondisjunctionu

saptanmustir (7).

Mayoz II hatalarini incelemek amaciyla yapilmis diger bir caliymada ise
21q perisentromerik bdlgesi degisiminin anne yas1 ile ilgili risk faktori
olusturdugu saptanmistir. Buna zit olarak maternal mayoz I’ deki hatalarin
analizi nondisjunction i¢in ayni riski olusturmaktadir, fakat burada oositin
yaginda bagimsiz bir durum s6z konusu bulunmustur (8). Sentromerik DNA
kromatini, spesifik sentromerik metilasyon paternlerinin epigenetik kalitimiyla ve
spesifik metil duyarli proteinlerin kinetekor olusumunun saglanmasi i¢in diizgiin
DNA yapisinin devam ettirilmesi sayesinde stabilitesini korudugu diistintilmiistiir
(120). Bu yiizden DNA metilasyonundaki bir hatanin mayotik
nondisjunction i¢in potansiyel bir mekanizma oldugu disiintilmektedir (15).
Perisentromik hipometilasyon hipotezinde agiklanan bozulmus folat/hcy
metabolizmast sonucu meydana gelen kinetekor anormallikleri yliziinden
bozulmus kromozom segregasyonu gozlenmektedir (15). Cesitli ¢alismalarda
folat yetersizligi ve insan andploidileri ile baglantili bulunmus, ayrica 06zel
olarak, Kkiiltiire edilmis insan lenfositlerinde folat yetersizliginin kromozom 17
ve kromozom 21 andploidileri goriilmesinin arttig1 (121) ve diyetteki azalmis
folat miktarmin spermlerde goriilen andploidi (6zellikle kromozom 21) dizomisi

siklig1 arttig1 gozlenmistir (11).

[lging olarak, Waterland ve Jirtle gestasyon asamasinda maternal metil
alicist ilavesinin daha sonraki kusagin fenotipini, epigenomu metilleyerek
degistirdigini gostermislerdir. Bundan dolay1 biiylik olasilikla biiylikannenin
gebeligi swrasinda azalmig folat aliminin veya folat metabolik yolagindaki
bozukluklarm kromozom rekombinasyon bdlgelerini ve perisentromerik
bolgelerini iceren bazi kromozom bdlgelerinde metilasyon paternini
degistirebilmesi ve bdylece andploidili gamet formasyonunda bir artisin soz

konusu olabilecegi belirtilmektedir (122).
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Primordial germ hiicrelerinin CpG adalarindaki DNA metilasyonu, bir
organizmanin hayat1 boyunca bazi genleri imprinte etmesi sayesinde onlarin
monoalelik ekspresyon gostermelerini  saglar Ornegin disilerde bir X
kromozomunun inaktivasyonu gibi, ayrica bu durum retrotranspozonlarinda
inaktif durumda kalmalarini da saglamaktadir. Bunun yaninda son ¢alismalardaki
kanitlar DNA metilasyonunun rekombinasyonu baskilayic1 bir roli oldugunu
gostermektedir (123). Krossing over bilindigi gibi mayoz ve seleksiyonun
gelismesi agisindan oldukca dnemlidir. Krossing over rastgele degildir, spesifik
ve de Ozel hot spot bolgelerde meydana gelir. Bu hotspot bdlgeler, bireyden
bireye ve populasyonlara gore farklilik gosterir. DNA metilasyonunun Krossing
over olusumunu engelledigi gosterilmistir bu da memelilerdeki CG miktar1 ve
rekombinasyon oranmin korelasyon gostermesi ile agiklanabilir (123). Boylece
folat/hcy metabolizmasindaki bozukluk sonucu degismis DNA metilasyon
paterni mayozda hatali kromozom 21 rekombinasyonu meydana getirebilir ve
artmig down sendromu riski olusturabilir. Ayrica gen¢ ve yash kadinlarda farklh
mekanizmalar kromozom 21 nondisjunctionuna neden oluyorsa folat
metabolizmasinda gorevli genlerdeki polimorfizmlerin etkisi de yas gruplarina
gore farkli olabilir (19, 29, 125). DS riski ile maternal yas baglantis1 konusunda

yapilan ¢caligmalardaki tutarsizlik bu nedenle olabilir.

Hulte'n ve arkadaslar1 maternal ovaryum 21. kromozom trizomi
mozaisizmini DS’li gebelige neden olabilen baska bir faktor olarak
gostermiglerdir. Bu arastirmacilar FISH yontemiyle 14 - 22 haftalik sekiz disi
fetiiste 21. kromozoma 0&zgli prob kullanarak yumurta hiicrelerinde 21.
kromozomun kopya sayilarini incelemisler. Sekiz fenotipik olarak normal disi
fetlisiin hepsinde ovaryum hiicrelerinin mozaik olarak ekstra kromozom 21
tasidigin1 belirlemiglerdir. Trizomi 21, premayotik ve ovaryum mezenkimal
stroma hiicrelerinde mayoza giren hiicrelerdeki gibi ayni siklikta meydana
gelmistir. Bu ylizden arastirmacilar kromozom 21°den iki kopya tastyan trizomik
21  hiicrelerinin ovaryumun premayotik hiicrelerinden koken aldigini

diistinmiislerdir (109).
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Hulte’n ve arkadaslar1 ayrica maternal yas etkisinin ovulasyona kadar
fetal ve postnatal gelisim siirecinde bu hiicrelerin farkli bir se¢ilimine neden
oldugunu ve yliksek derecede ovaryum mozaisizminin bazi kadmlarin heniiz
geng yasta olmalarina ragmen neden DS 'li ¢ocuklari oldugunu ve sonraki
gebeliklerdeki artmig insidanslarini agiklayabilecegini 6ne siirmektedirlerler (9).
Son zamanlarda yapilan retrospektif bir analizde 151 DS' li bebek sahibi ailenin
8' inde gonadal mozaisizm tasiyiciligi saptanmustir. Tastyicilik saptanan ailelerin
timiinde anne yasinin 35'in altinda oldugu tespit edilmis ve geng c¢iftlerde
parental mozaisizm prevelansi yaklasik olarak % 6,5 olarak saptanmustir (126).
Diger bir ¢alismada Hulte’n ve arkadaslarinin bulgularma paralel olarak 35 yas
oncesi dogum yapmig DSA' larin periferik lenfositlerinde, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 13 ve 21. kromozomun her ikisinde segregasyon
bozukluklarinin sikliginda 6nemli bir artis gozlenmistir (127). Bu bulgular
somatik hiicrelerde de meydana gelen nondisjunction olaylarmin mayotik ve
mitotik islemlerde anormal kromozomal segregasyona yatkinligim nedeni
olabilecegini gostermektedir (127). Son g¢alismalar da DSA’larda kan
hiicrelerinde MTHFR 677C>T ve 1298 A>C polimorfizmleri ve kromozomal
hasarlar arasinda baglant1 gozlenmis, gen¢ yasta DS’ li ¢ocuk sahibi olan
annelerde folat metabolizmasiin anormal kromozomal segregasyon i¢in artmis
bir yatkinlik olusturdugu tespit edilmistir (35, 38). Ozet olarak, insanda
nondisjunction multifaktoriyel tehdit olusturmaktadir. Bu tehdit parcalarina

ayrilarak baglantili risk faktorleri belirlenmelidir.

2.5. Down sendromu ile iliskili diger genler

2.5.1. Metiyonin Sentaz-Metiyonin Sentaz Rediiktaz (MTR-MTRR)
Kompleksi

Metiyonin sentaz enzimi homosisteinin metiyonine transmetilasyonunu
katalizler. Insan MTR enzimi amino ucundan karboksil ucuna baglanan 4 farkh
fonksiyonel modiil igermektedir. Bunlar sirasiyla hey, 5- metil THF, kobalamin

ve SAM’dwr. Karboksil terminal aktivasyon domaini ayrica MTRR ile
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etkilesmektedir (128). NADPH bagimli olan MTRR enzimi kobalamin bagimli
MTR enziminin aktivasyonunun azaltilmasi igin gereklidir (129). MTR geninde
siklikla goriilen bir polimorfizm olan MTR 2756 A>G (Asp919Gly) genis 6lgekli
populasyon c¢aligmalarinda incelenmistir ve hcy seviyelerine etkisi olabilecegi
diisiiniilmektedir (130). Ancak yapilan ¢aligmalarda tutarsiz sonuglardan dolay1
bu polimorfizmin hcy seviyelerine etkisi olup olmadigi heniiz tam olarak
anlasilabilmis degildir. Bu polimorfizmin folat yolagindaki diger genlerin
genotipleri ile kombine edildiginde ve lstiine ¢evresel faktorler de eklendiginde
etkisinin bireyler arasinda farklilik gosterdigi ileri stirilmektedir (131). Ayrica
MTR A2756G polimorfizmi DS’ lilerde artmig homosistein konsantrasyonlariyla
iliskilendirilmektedir. MTRR geninde MTRR 66 A>G (Ile22Met) polimorfizmi
stk gozlenen ve {lizerinde fazla calisilmis diger bir polimorfizmdir. Bu
polimorfizmin serum homosistein seviyesine etkisi oldugu diistiniilmektedir. Bu
konuda yapilan genis kapsamli populasyon calismalarinda bu polimorfizmin
homosistein seviyesine etkisinde bagimsiz bir rolii olmadiginin gézlenmesiyle
MTHFR polimorfizmi ile beraberliginde homosistein seviyesinde etkili

olabilecegi diistiniilmiistiir (130,132).

2.5.2. Folat tasiyicilarn (RFC1 veya SLC19A1) ve Down Sendromu

riski

Memelilerin hiicre ve dokularinda kandan hiicreye folat1 tasiyan en 6nemli
transport molekiilleri azaltilmis folat tasiyicilaridir (RFC) (133). Ayrica folat
tagtyicilarinin  folatin bagirsaktan emilimi, kan beyin bariyerini gegisi ve

bazolateral membrandan renal tiiplere transportlarinda 6nemli gorevleri vardir.

RFC1 gen polimorfizimleri ile ilgili ilk calisma 2000 yilinda Chango ve
arkadaglar1 (25) tarafindan yapilmis 80G>A doniisimii yiiksek frekansta
g6zlenmistir. Arastirmalarda homozigot RFC1 80GG/ MTHFR 677TT genotipli
bireylerde serum homosistein seviyelerinde RFC1 80GG/MTHFR 677CC
genotipli bireylerle kiyasladiginda az da olsa belirli bir artig tespit edilmistir.
Buna ek olarak RFC1 80AA/ MTHFR 677CT genotipli bireylerde plasma folat
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diizeyi RFC1 80GG/MTHFR 677CT genotiplerine kiyaslandiginda daha yiiksek
bulunmustur. Diger ¢alismalarla bu sonuglar arasinda tutarsizlik bulundugundan
RFC1 80GG/ MTHFR 677CT polimorfizminin plazma folat ve homosistein
sevilerindeki etkisi hala tartismalidir (10).

2.5.3. Sistatiyonin b- Sentaz (CBS)

Sistatiyonin beta-sentaz  homosistein kondensasyonunda ve serinin
sistatiyonine doniisiimde gorevli bir hemoproteindir. insan CBS proteini agik¢a
ayrit edilebilen ti¢ modiilden olusmustur. Bunlar heme domaini, katalitik
¢ekirdek domaini ve diizenleyici domain olan C terminal domainidir. Bu enzim
tam yapisiyla tetramer formunda bulunmaktadir. CBS aktivitesinin eksikliginde
hiperhomosisteinemi ve CBS aktivitesinde bir eksilige neden olur ve bu da
homosistiniiri ad1 verilen bir hastaliga neden olur. CBS geninde bir¢ok missense,
nonsense, insersiyon, delesyon, splice bolgesi mutasyonlari olmak iizere cok

sayida mutasyon tanimlanmistir (10).

CBS yetersizligine bagli bir homosistiniiri hastasinda ilk olarak 844ins68
insersiyonu rapor edilmistir. Ancak daha sonra yapilan g¢alismalar bu
insersiyonun populasyonda belli bir frekansta gozlenen ve hastalia neden

olmayan bir polimorfizm oldugunu gdstermistir.

Cesitli caligmalarda CBS 844ins68 polimorfizminin tek basina homosistein
seviyelerinde bir etkisi olmadigi gosterilmistir (73,74). Ancak CBS 844ins68
insersiyonunun, MTHFR 677 C>T, MTHFR 1298 A>C ve MTR 2756 A>G
polimorfizmleri ile kombine degerlendirildigine homosistein seviyelerine etkisi
olabilecegi digiiniilmektedir (27, 28). Yapilan ¢alismalarin hi¢ biri CBS
844ins68 ve DS riski arasindaki baglantiy1 aragtirma amagli yapilmamis. Sadece
Silva ve arkadaslar1t MTHFR 677T, MTHFR 1298C, MTR 2756G, MTRR 66G
ve CBS 844ins68 mutant alellerin birlikte degerlendirildiginde DSA’ ya
yatkinliga neden olabilecekleri ve down sendromu riski iizerine poligenik olarak

etkili olabilecekleri sonucuna varilmustir (17).
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2.5.4. Timidilat sentaz (TYMS) ve Down Sendromu riski

Folatlar niikleotidlerin de novo sentezi i¢in gereklidirler.
Metilasyon yolaginda 5,10-MTHF, MTHFR tarafindan rediiklenir. Bu gorevinin
yaninda ayrica pirimidinlerin de novo sentezinde, timidilat sentaz tarafindan
MTHFR, deoksiiiridin monofosfatin (d{UMP) deoksitimin monofosfata (d{TMP)
doniigiimiinde gorev alir. Boylece MTHFR enzimi ile ilgili polimorfizmler 5,10-
Metil THF {iizerinden DNA metilasyonunu etkiledigi gibi TYMS genindeki
polimorfizmlerde ayni etkiyi gosterebilmektedir. TYMS geninin promotorunda
bilinen iki polimorfizmin TYMS mRNA ekspresyonu ve stabilitesini etkiledigi
gozlenmistir (134, 135). MTHFR ve TYMS genlerindeki polimorfizmlerin
kombinasyonlar1 sonucu enzim aktivitesinin bozulmasi sonucu DNA
metilasyonunda bozukluklar ve bunun etkisiyle kromozom segregasyonu ve

sonug olarak DS riski olusturdugu diistiniilmektedir (35).

2.5.5. Metilentetrahidrofolat dehidrogenaz (MTHFD1)

Metilentetrahidrofolat dehidrogenaz 1ii¢ fonksiyonlu bir enzim olup
tetrahidrofolatlarin piirine ¢cevrilmesinde ayrica metiyonin ve timidilat sentezinde
gorev alir. Sik gozlenen MTHFD1 1958 G>A polimorfizmi (Arg653Gln)
enzimin aktivitesini ve stabilitesini azaltmakta ve bu da noral tiip defekti,
konjenital kalp defektleri ve agiklanamayan ikinci trimester gebelik kaybi gibi

bir¢ok hastalik ile iligkili bulunmustur (136-137).

Scala ve arkadaslart MTHFD 1958 G>A polimorfizmini DS’ 1i ¢ocuk sahibi
olma acisindan maternal risk faktorii olarak degerlendirmisler ve kombine
MTHFD1 1958 AA/ RFC1 80 GG genotipleri ile DS’ li cocuk sahibi olma riski
arasinda pozitif iliski bulmuslardir (19).

2.5.6. Transkobalamin (TC)

Vitamin B12 metil kobalamin formunda iken, metiyonin sentaz i¢in
koenzim olarak rol oynar ve hcy’ nin metiyonine remetilasyonunda gorevlidir.
Vitamin B12 iki plazma proteini olan transkobalamin veya haptocorrine baglanr.
Transkobalamin vitamin B12’nin hiicre i¢ine alinmasi i¢in gerekli olan bir
transport proteinidir. Spesifik membran reseptorleri transkobalamin-Vitamin B12

kompleksini tanir ve bu sekilde vitamin B12 hiicre igine alinir (138, 139).
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Sik goriilen TC 776 C>G polimorfizmi prolinin arjinine degisimi sonucu
vitamin B12 metabolizmasini negatif olarak etkilemektedir boylece plazma hcy
seviyeleri artmaktadir (140). Biselli ve arkadaslar1 67 Brezilyali DSA’da TC 776

C>G polimorfizmi ile maternal DS riski arasinda iliski tespit etmemislerdir (34).

2.5.7. Folat /homosistein metabolizmasinda gorevli kromozom 21’ de
lokalize diger genler
RFC1 ve CBS ile beraber folat/homosistein metabolizmasinda gorevli
diger genler kromozom 21’de lokalizedirler. DS’li fetiislerde bu genlerin
overekspresyonu karbon metabolitlerine olan ihtiyaci arttirr ve bu durum
hamilelik esnasinda maternal nutrisyonu ve fetal genotipi etkiler. Kromozom 21
istiinde folat/hcy metabolizmasinda gorev yapan fosforibozilglisinamid
transformilaz (GART), formiminotetrahidrofolat siklodeaminaz (FCTD), metil
transferazlar veya metil transferaz benzeri proteinleri kodlayan diger genler
protein arjinin N-metiltransferazlar (HRMT1L1, PRMT2), DNA metil transferaz
3- like (DNMT3L) ve aday metiltransferazlar (NAMT1, PRED28)
bulunmaktadir. Bu genlerin DS riski ile olas1 baglantilar1 heniiz aydmlatilmay1
beklemektedir (141, 10).

2.6. MTHFR Gen Polimorfizm Ol¢iim Yontemi

MTHFR gen polimorfizmlerinin belirlenmesinde, diger polimorfizmlerin
belirlenmesinde oldugu gibi, ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. MTHFR gen
polimorfizmlerinin analiz edilmesinde ilk defa uygulanan ve hala giiniimiizde
yaygin olarak kullanilmakta olan polimeraz zincir reaksiyonu/ restriksiyon
enzimi uzunluk polimorfizmi (RFLP) yontemidir. Giiniimiizde bu yontemin yani
sira light cycler (LC) gibi gergek zamanli PCR (realtime-PCR) cihazlar1 ve
floresan boyalarla isaretli hibridizasyon problarinin gelistirilmesi ile floresan

rezonans enerji transferi (FRET) yontemleri de kullanilmaktadir (142).
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2.6.1. Genetik Polimorfizm Kavramm

Diinyadaki bir¢ok bireyin kromozomlarmnda ayni yerde bulunan DNA
dizileri birbirine benzerlik gosterir. Populasyonda iki farkli birey arasinda
DNA’nin yaklasik 1000 b¢ uzunlugundaki herhangi bir kism1 ortalama sadece bir
baz c¢ifti degisimi igerir. Bir genin belli bir lokusta yer alan alternatif
kopyalarindan her birine allel denir. Allellerin genel populasyonda
kromozomlarda %1’den fazla bulunmasi genetik polimorfizm olarak
tanimlanmaktadir. Intronlarda ve genler arasinda lokalize olmus DNA dizilerinde
degisim gosteren bazi alleller vardir. Kodlanan dizi farkliliklar1 protein
cesitliligine ve farkli fenotiplerin ortaya c¢ikmasma sebep olurlar. Genetik
hastaliga sebep olan zararli mutasyonlarin bir¢ogu nadir deg§isimlerdir. Agir
hastaliga neden olan mutant alleller genetik cesitliligin bir sonucudur. Bir¢ok
proteinin, farkli populasyonlarda nispeten yaygin ve ayrilabilen sekillerde oldugu

tespit edilmistir (142).

2.6.2. Restriksiyon Fragmentinin Uzunluk Polimorfizmleri (RFLP)

Restriksiyon enzimleri DNA’ daki dizileri 6zgiil olarak tanir ve sonug
olarak genomik DNA’ da dizi degisiklikleri, belirli kesim bolgeleri yaratir veya
onlar1 yok eder. Bu nedenden dolay1 boyutlar1 degisen bir veya birden fazla DNA
fragmenti southern blot ve klonlanmig DNA probu ile hibridizasyondan sonra
gOrliniir hale gelir. 1970° lerin sonunda genom analizi i¢in southern blot
tekniginin uygulanmasidan kisa bir siire sonra restriksiyon enzim bolgelerinin
dagiliminin biitlin insanlarda tam olarak ayni olmadigi kesfedilmistir. Her ne
kadar bazi niikleotid degisikliklerinin varligt mutasyon ve protein
polimorfizmleri hakkindaki bilgiler vasitasi ile saptanabildiyse de, southern blot
teknigiyle belirlenen degisimin derecesi bir siirpriz olarak ortaya g¢ikmistir.
Southern blot ile belirlenen enzim kesim yerlerindeki DNA degisimleri,
Restriksiyon Fragmentinin Uzunluk Polimorfizmleri (RFLPs) olarak adlandirilir
(142).

Belirli restriksiyon endoniikleaz kesilme bolgelerindeki degisimlerden olusan

RFLP’ ler, tek niikleotid polimorfizmleri (SNP, Single Nucleotide
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Polymorphism) olarak bilinirler. Tek niikleotid polimorfizmleri genetik haritalar
icin belirleyici olarak kullanilabilir. Kompleks hastaliklardan sorumlu belirli
genlerin kalitimmi incelemek i¢in tek niikleotid polimorfizmlerine gerek vardir.
DNA sarmali 6zgiil restriksiyon enzimleri ile kesildigi zaman farkli uzunluklarda
fragmentler olusur ve bu fragmentler elektroforetik davraniglarindaki farkliliklar

ile jel elektroforezinde gozlenebilirler (142).
2.6.3. Polimorfik Markirlarin Genotiplemesinde PCR’1n Kullanimi

Tek niikleotid polimorfizmleri Southern blot ile ortaya konabildigi gibi,
polimeraz zincir reaksiyonunun ardindan restriksiyon enzim kesim ydntemi
kullanilarak da belirlenebilir (Sekil 1.2 ). Bunun i¢in dnce polimorfik bolgeyi
icine alan primerler kullanilarak PCR araciligiyla bu polimorfik bdlge ¢ogaltilir.
Uygun restriksiyon enzimi ile PCR iirliniiniin kesiminin ardindan elde edilen

fragmentler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliir ve analiz edilir (143).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), herhangi bir DNA o6rneginde istenen
bolgenin ¢ogaltilmasini saglayan hizli bir in vitro yontemdir. PCR elde bulunan
DNA orneklerinde secici olarak istenen bolgenin ¢ogaltilmasimni sagladigi igin,
cogaltilacak bolge hakkinda 6nceden bilgi sahibi olunmasmi gerektirmektedir.
Bu bilgi istenen bolgeyi cogaltmak icin gereken, 15-25 niikleotid arasinda
degisen uzunluklarda bir ¢ift primerin belirlenebilmesi i¢in sarttir. Denatiire
edilen kalip DNA igerisine primerler eklendikten sonra bu primerler tamamlayic1
dizilerine baglanirlar. Uygun bir polimeraz enzimini ve dort cesit
deoksiniikleozid trifosfattan (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) yeterli miktarda
bulunmasi halinde, primerler hedef DNA’nin komplementerinin sentezlenmesini
saglarlar (143).
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Allel 1

A
Allel 2 L
(1} Amplifikasyon
{2) PCR iiriiniiniin restriksiyon enzimi ile kesimi
v
| 3} Jel elektroforezi ile fragmentlerin aynlmasi
v
a+hb a+h
a —
b b
Alleller 1,1 2z 1,2

Sekil 2.2. Polimorfik markirlarin genotiplemesinde PCR’m kullanimi1 (143).

PCR, bir zincir reaksiyonudur c¢iinkli yeni sentezlenen DNA dallari,
ardisik dongiilerde sentezlenecek diger DNA’lar i¢in kalip gorevi yapmaktadirlar.
Is1 ile bozulmayan polimeraz enzimlerinin kullanimi1 gerekmektedir ¢iinkii PCR

1s1 degisimlerine dayanan ii¢ temel basamaktan olugmaktadir:

I. Denatiirasyon: Yaklasik 93-95 °C’de gerceklesir. DNA tek dal haline
gelmektedir.
ii. Baglanma: 50-70 °C arasinda gerceklesen ve primerlerin hedef DNA” ya
baglanmasmin gergeklestigi basamaktir.
iii. Uzama : 70-75 °C arasinda gergeklesir ve yeni DNA dallarinin elde
edildigi asamadir (156).
3.GEREC ve YONTEMLER



38

3.1. Arastirma Grubu Bireyleri

Bu calisma Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi Genetik Anabilim
Dalma bagvuran klinik olarak Down sendromu tanisi alan ve sitogenetik olarak
regiiler trizomi 21 saptanmis DS’li ¢ocuk sahibi olan 120 anne ve en az 1 saglikl
cocugu olan hi¢ abortus yapmamis 90 goniillii anne ile gerceklestirilmistir. DS
varliginin teyidinin eksikligi, cocuklarinda herhangi bir tek gen hastaligi olmasi,
sitogenetik olarak saptanmis yapisal kromozomal anomali veya ek sendrom veya
malformasyon varligi bilinenler ile herhangi bir kronik hastaligi olan anneler

calismaya dahil edilmemistir.

DSA ve kontrol grubu anneleri, bilgilendirilmis onam formu
imzalatildiktan sonra c¢alismaya alinmistir. Calisma grubuna demografik
Ozellikler, gebelikte koruyucu veya risk olusturabilecek faktorler ve DS’li
cocuklarinda major anomali varlig1 ile iligkili sorular1 igeren standardize bilgi

formlar1 uygulanmistir.

Prenatal donemde konsepsiyon 6ncesi veya postnatal donemde folik asit
kullanmig alan anneler “folik asit kullanic1”, gebeliginde folik asit almayan veya
irregiiler kullananlar ise “folik asit kullanmayanlar” seklinde degerlendirildi.
Sigara kullanimi gebelikte igmis olan bireylerde pozitif kabul edilmistir. Iki grup
maternal etnisite ve sosyoekonomik 6zge¢mis gibi iki dnemli faktér acgisindan

karsilastirilmistir.

Calismamizda amacimiza uygun olarak se¢ilmis olan olgu ve kontrol
grubu bireylerinden genetik analiz yapmak i¢in EDTA’l tiipe 2 ml vendz kan

ornegi almmustir.

3.2. Kullanilan Gerecler



3.2.1. Kullamilan Araclar

PCR aleti (thermal cycler) (PE GenAmp PCR System 9700)

Jel goriintiileme ve dokiimantasyon sistemi (Gene Genius)
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Elektroforez aleti (Consort E844)
Elektroforez i¢in gii¢ kaynagi (EKR)
Hassas terazi (Setra)

Pipet takimi1 (Gilson)

Mikrosantrifiij (Eppendorf)

Pastor pipeti

Su banyosu (Niive)

. Vorteks (Heidolph)

. Meziir (100°liik 1000°1ik)

. Beher (250’lik, 500°liik)

. Deep-freeze (Argelik)

. Mikrodalga firm (Arcelik)
. Buzdolabi (Argelik)

. Falkon tiipti (50°lik)

. Ependorf Tiipii (1,5 ml’lik)
. PCR tiipleri (strip) (Perkin Elmer)
. Toplama tiipti (QIAGEN)

. Spin kolonu (QIAGEN)

. Mini sogutucu

. Enjektorliik bidistile su

. EDTA’ tiip

3.2.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Ultra Pure agoroz (invitrogen)
dNTP seti (QIAGEN)

EDTA (dihidrat)

Etanol (95%)

Etidyum Bromid (Sigma E-1510)
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Molekiiler Weight Marker

Tag DNA polimeraz (Biotools, AppliedBiosystems)
Hinf | restriksiyon enzimi (Takara)

Mbo I1 restriksiyon enzimi (Takara)

Kullanilan cozeltiler

Agaroz jel elektroforezi ¢ozeltileri

%3’ liik Ultra Pure Agaroz jel Hazirlanmasi: 9 gr ultra pure agaroz tartilip bir
beher i¢cinde 1XTBE soliisyonu ile 300 ml ye tamamlanmis ve mikrodalga firinda
%100’Lik giicten %10’luk giice kadar kademeli olarak azaltilarak 5 dakika

kaynatilmastir.

20X TBE Stok Soliisyonunun Hazirlanmas1:121 gr Tris (1 M), 61,7 gr borik asit
(1 M) ve 7,44 gr EDTA (20 mM) tartilarak 1000 ml distile su igerisinde

karistiric1 yardim ile ¢oziindiriilmiistiir.

3.3. Yontemler

3.3.1. Kan Orneklerinden DNA Elde Edilmesi

Calisma grubuna ait kan Ornekleri, pihtilagsmayr engellemek amaciyla
EDTA’L tiiplere alindi ve DNA izolasyonu yapilincaya kadar +4°C’de saklandi.
DNA ornekleri E.Z.N.A. DNA izolasyon kiti ile asagida verilen islem

basamaklar1 uygulanarak izole edildi.
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E.Z.N.A. DNA izolasyon Kkitinin icerigi

SOLUSYON MIKTAR
HiBind DNA kolon 200 adet
2 ml Santrifiij Tipleri 600 adet
Buffer BL 60 ml
Wash Buffer (Konsantre) 2 x 60 ml
HB Buffer 110 ml
Elution Buffer 100 ml
Proteaz enzimi 4 x 70 mg

Islem Basamaklari:

Ornegin isim ve DNA numarasi bilgileri steril ependorf tiipe ve takip listesine
yazilarak kayit altina alind1.

Her bir kan 6rneginden 250 ul alinip 1,5 ml’ lik steril ependorf tiiplere konuldu.

3. Uzerine 250 pl Buffer BL ve 25 pul Proteaz enzimi eklenip 15 sn vortekslendi.

10.
11.

Tipler sicak su banyosuna yerlestirildi ve olusan lizat soliisyonu 55 °C’ de 20
dakika inkiibe edildi.

Sicak su banyosundan alman tiiplere 260 pl etanol (%100) ilave edilip 15 sn
vortekslendi.

Tiip icerigi 2 ml’ lik santrifiij tiiplerine yerlestirilmis HiBind DNA spin kolona
aktarildi.

Tiipler 10000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij tiipleri atild1 ve spin kolon yeni bir santrifiij tiipline yerlestirildi.

Uzerine 500 ul HB Buffer eklendi.

Tiipler 10000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edildi.

Santriflij tliplerindeki siv1 dokiildii, ayni tiip i¢ine yerlestirilen spin kolon {izerine

650 pl Wash Buffer ilave edildi ve 10000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edildi.



12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.

19.
20.

21.
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Santrifiij tiipleri atild1 ve spin kolonlar yeni santrifiij tiiplerine yerlestirilip 650 pl
Wash Buffer ilave edildi.

Tiipler 10000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edildi.

Tiipler degistirilmeden bir kez daha 10000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edilerek
artiklarin tamamen spin kolondan ayrilmasi saglandi.

Spin kolonlar 1,5 ml’ lik steril tiiplere yerlestirildi ve iizerine 100 pl 70°C’ de
bekleyen Elution Buffer eklendi.

Tiipler 70°C’ de 5 dakika inkiibe edildi.

Tiipler 10000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edildi.

Tiipler degistirilmeden 100 pl Elution Buffer eklendi ve 70°C’ de 5 dakika
inkiibe edilip 10000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edildi.

Spin kolonlar atild1 ve son voliimii 200 pl olan DNA 6rnegi elde edildi.

Izolasyon sonrasi elde edilen her &rnek icin DNA miktar ve saflik tayini
spektrofotometre kullanilarak 6lgiildii.

DNA ornekleri etiketlenerek -20°C’ de saklandi.

3.3.2. MTHFR geni C677T ve A1298C Polimorfizmlerinin PCR-
RFLP Yontemiyle Belirlenmesi
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3.3.3. izole edilen DNA Orneklerinin PCR ile amplifikasyonu

Hinf I enzimi ile kesim i¢cin MTHFR 677. baz ciftini igeren gen bolgesi

amplifikasyon karigimz;

ddH,0 24.4 pl
10xPCR buffer 5ul
dNTP mix 0.4 ul
primer F 4l
primer R 4 ul
Taq pol 0.2ul
DNA 7 ul
MgCl, 2.5ul
+
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Mbo 1II enzimi ile kesim i¢cin MTHFR 1298. baz ciftini iceren gen bdlgesi

amplifikasyon karigimz;

ddH,0
10xPCR buffer
dNTP mix
primer 1
primer 2

Taq pol

DNA

MgClz

31,8 ul
5yl
1l

1,5l
1,5 ul
0,2 ul
5ul

4 ul
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MTHEFR geni i¢in kullanilan amplifikasyon sartlarn

94°C de 2 dakika Baslangi¢ denatiirasyonu

94 °C de 30 saniye denatiirasyon

61 °C de 20 saniye baglanma 35 dongii

72°C de 30 saniye uzama

En sonunda 72°C de 5 dakika tutularak iiriiniin arttirilmasi saglanmustir.

MTHFR Kullanilan primer dizileri

677. baz ¢iftini iceren bdlge i¢in kullanilan primer dizileri;

F: 5°- AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG- 3

R: 5’- TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA- 3’

1298. baz ciftini iceren bolge i¢in kullanilan primer dizileri;

F:5°-CTT TGG GGA GCT GAAGGACTACTAC-3¥

R:5-CACTTT GTGACC ATT CCGGTT TG-3’
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PCR Uriinlerinin Elektroforezi

PCR isleminin ardindan hedef DNA bdlgesinin amplifikasyonunun dogru
gerceklesip gergeklesmediginin  kontrol edilmesi igin PCR irilinleri jelde

yuritiiliir.

3.3.4. Amlifikasyon iiriinlerinin restriksiyon endoniikleazlarla

kesimi

MTHFR Geni 677. Baz ciftini iceren bolgenin Hinf I enzimi ile kesimi

15 pl’ lik PCR {iriintine 2,5 pl enzim buffer, 0,5 pl enzim ve 7 pl ddH,0
eklenmis, 37 °C 16 saat inkiibe edilerek kesim yapilmistir.

Hinf | Digest Buffer — 2,5l

HinfI enzim — 0,5ul 37 °C de 16 saat inkiibasyon
ddH,0 R
PCR iiriinii — 15l
+
25 ul

MTHEFR Geni 1298. Baz ciftini iceren bolgenin Mbo II enzimi ile kesimi

20 pl’lik PCR iirliniine 1 pl enzim buffer, 0,5 pl enzim ve 3,5 ul ddH,O
eklenmis, 37 °C 16 saat inkiibe edilerek kesim yapilmustir.
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Mbo Il Buffer — 1 pul

Mbo Il enzim — 0,5l 37 °C de 16 saat inkiibasyon
ddH,0 — 35l
PCR iiriinii — 20 ul
+
25 |

3.3.5. Enzim Kesim iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi ile ayrilmasi

PCR o6rneklerinin Hinf I, Mbo II restriksiyon enzimleri ile kesimlerinden
sonra olusan iriinlerin incelenmesi i¢in %3’ lik ultra pure agoroz jeli
hazirlanarak 6rnekler agoroz jel elektroforezi yontemine tabi tutulmustur. %3’
lik agaroz jel i¢in hazirlanan agaroz mikrodalga firin kullanilarak yiiksek 1sida
IXTBE soliisyonu i¢inde ¢oziindiiriilmiistiir. Cozeltinin sogumasi beklenerek

icerisine konsantrasyonu 0,5 ul/ml olacak sekilde etidyum bromiir eklenmistir.

-Elektroforeze baslamadan once tank, taraklar ve jel yatagi temizlenip,
tankin beng tizerindeki dengesi ayarlanmus, tarak ve jel kiiveti tanka yerlestirilip,
hazirlanan jel kiivete dokiilmiistiir. Jel donduktan sonra tank 1xTBE ¢ozeltisi ile

doldurulmustur.

-20 pl PCR firiinii alinip, iizerine 2,5 pl 6X lik ylikleme tamponundan
konarak karistirilmig ve jeldeki kuyucuklara yiiklenmistir.

-Yiikleme islemi bittikten sonra elektrodlar yerlestirilerek 90 voltta

yuriitiilmistiir.
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-Elektroforez tamamlandiktan sonra jel goriintiilleme ve dokiimantasyon

sistemi ile incelenerek goriintiisii alinmigtir.

3.3.6. Verilerin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Tim istatistiksel analizler icin SPSS software 15,0 istatistik programi
kullanilmistir. P<0,05 6nemlilik diizeyi olarak kabul edilmistir. Sonuglarin %95
given araliklar1 belirlenmistir. Siirekli degiskenler i¢in ortalama +/- standart
sapma degerleri verilmistir. Kategorik veriler i¢in frekans dagilimi tablolari
verilmistir. Demografik ozellikler belirtilmistir. Kontrol ve olgu gruplarinin
arasindaki kategorik alel ve genotip sikliklarinin karsilastirilmasi igin ki kare testi
kullanilmistir. Her iki heterozigot ve homozigot mutant genotipler icin Odds
oranlari, wild tipler ile ¢oklu karsilastirmali olarak, MTHFR genotipleri ve DS’li
cocuk sahibi anneler arasindaki 6nemli farklar belirlenmistir. Maternal risk
faktorleri ile malformasyonlu DS’li gocuklara sahip olma riskini tespit etmek i¢in
ve anne yasimin etkisinin belirlenmesinde OR (odds ratio) ve logistik regresyon

analizi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim
Dalina bagvuran ¢ocugunda Down sendromunun bir alt tipi olan regiiler DS tanis1
almis olan 120 DS’li ¢ocuk annesi ve en az bir saglikli cocugu olan hi¢ diisiigii
olmayan goniillii saglikli kadinlardan olusan 90 kontrol grubu ile olmak iizere
toplam 210 kisi ¢alismaya dahil edilmistir. Her iki gruptaki anneler ayni cografik
bolgeden (benzer sosyoekonomik durum) ve yaklasik olarak ayni yaslardaki
bireylerden segilmistir. Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dali 6 temmuz 2010 tarihli 2000/117 sayili etik kurulu karariyla
calismamiz gerceklestirilmistir. Tiim katilimcilardan bilgilendirilmis onam formu
almmistir. DS’li  ¢ocuk anneleri, bulgular igerisinde “DSA” olarak
tanimlanmiglardir. Laboratuvar asamasinda olgu ve kontrol grubuna ait
bireylerden, EDTA’li tliplere alimmis ve MTHFR C677T ve A1298C
polimorfizm analizi i¢in molekiiler analizler (periferik kan drneklerinden DNA
izolasyonu, PCR, RFLP) Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dali laboratuarinda gergeklestirilmistir. DSA ve kontrol grubuna ait

elde edilmis olan bulgular ve istatistiksel analiz sonuglar1 sirasiyla belirtilmistir.

4.1.Arastirma Grubu Bireylerinin Demografik Ozellikleri

Calisma grubumuza dahil edilen gruplardan DSA grubunu olusturan
toplam 120 olgu yas a¢isindan incelendiginde yas ortalamasi 29,42 + 6,77 olarak
hesaplanmistir. Saglikli kadinlardan olusan kontrol grubunu olusturan toplam 90
olgu yas agisindan incelendiginde yas ortalamasi 28,92 + 6,025 olarak
saptanmustir. DSA olgularin 90’1 (%75) kontrol grubu annelerinin 75’1 (%83,3)
35 yasin altindaki grubu olusturmaktadir. Caligmamizda 35 yasin altindaki grup

tiim grubun % 78,6 s1n1, 35 yas ve lizeri grup ise % 23,4’linii olusturmaktadir.

Down sendromlu ¢ocuk annelerinin %63,3’li ilkdgretim, %21,7’si lise,
%38’1 tiniversite mezunu iken, %8,3’{ ise hi¢ egitim almamustir. Olgu annelerinin

cogunlugunda egitim diizeyleri diisiik olarak saptanmistr. DSA’larm %
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13,3’tinde akrabalik evliligi varken biiylik bir kisminda akrabalik evliliginin
olmadig1 tespit edilmistir. Ayrica bu grubunun % 63,3’iinii abortus Oykiisii
olmayan, %36,7° sini en az bir abortus Oykiisii olan kisim olusturmaktadir.

Kontrol grubunun tamamu ise hi¢ abortus yapmamis kadinlardan olusturulmustur.

DSA grubunun %75°1 sigara kullanmayan, %15°1 sigara kullanicist olup
gebelikte birakmis olan grubu, geri kalan %10’luk kismi ise sigara kullanicisi

olup gebelikte de sigara kullanmis olan kisimdan olusmaktaydi.

Olgu annelerinin regiiler trizomi 21°li ¢ocuklarinda %55 DKH, % 23,3

GIS anomalisi pozitif saptanmustir.

DSA grubunun %65,8” ini gebelik esnasinda hi¢ folik asit takviyesi
almamig olanlardan %34,2’sini folik asit kullanmis olanlardan olusturmaktaydi.
Ancak olgulardan aldigimiz bu verilerin, annelerin biiyik kisminda egitim
seviyelerinin diisiikliigii ve slipheli bilgi vermeleri nedeniyle bu oranlarin tam
olarak demostratif olmadigin1 ve dolayisiyla bu oranin ¢alisma grubumuzdaki

folik asit kullaniminin gergek degerini yansitmadigini diisiinmekteyiz.
MTHFR Gen Polimorfizmlerinin incelenmesi

120 DSA ile 90 kontrol grubu bireyin DNA izolasyonu periferik kan
orneklerinden gerceklestirilmistir. Izolasyon sonrasi izole edilen DNA
Orneklerinden MTHFR C677T ve A1298C gen polimorfizmlerini iceren hedef
bolgenin PCR ile amplifikasyonu yapildi. PCR isleminin ardindan hedef DNA
bolgesinin amplifikasyonunun dogru gerceklesip gerceklesmediginin kontrol

edilmesi i¢in PCR iriinleri jelde yiritildi (Sekil 3.1, Sekil 3.2)




o1

Sekil 3.1. C677T bolgesinin PCR sonrasi jel elektroforez goriintiisii

Sekil 3.2. A1298C PCR sonrasi jel elektroforez goriintiisii

Jelin goriintiileme cihaz ile degerlendirilmesi

PCR sonrast elde edilen amlifikasyon {iriinlerinin restriksiyon
endoniikleazlarla kesimi gergeklestirildikten sonra, kesilen DNA 6rnekleri agoroz
jel elektroforeziyle ayrilmis ve jel goriintiileme sistemi yardimi ile Hinf I enzimi
ile kesim sonucuna gore CC, CT, TT; Mbo II enzimi ile kesim sonucuna gore
AA, AC, CC genotipleri tanmimlanmistir. Sonuglara gore bireyler homozigot wild

tip, heterozigot, homozigot mutant olarak adlandirilmistir( Tablo 3.1)



Tablo 3. 1. MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmlerinin PCR {iiriinleri ve RFLP uygulandiktan sonra enzim kesim

iriinlerinin genotiplere gére dagilimi

Caligilan Kullanilan Normal Heterozigot Homozigot Genotip
Restriksiyo Genotip Genotip
Polimorfizm o PCR Enzim Kesim
n Enzimi . .
Uriinii Enzim Enzim Kesim Urlinleri
KesimUriinleri Uriinleri
MTHFR Hinf I 198 be 198 bg 198 be 175 be
Ce77T
175 bg 23 bg
23 bg
MTHFR Mbo Il 163 bg 56 bg 84 be 84 be
A1298C
31 bg 56 bg 31 bg
30 bg 31 bg 30 bg
28 bg 30 bg 18 bg
18 bg 28 bg
18 bg
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MTHFR Gen polimorfizm Baz Ciftini iceren bolgenin Restriksiyon

enzimi ile Kesim Sonuglari

MTHFR Geninin 677. Baz ciftini iceren bolgenin Hinf I enzimi ile

kesim sonucu

PCR sonrasi elde edilen 198 bg’lik PCR amlifikasyon iiriiniiniin Hinf I
RE ile kesimi sonucu, kesim bdlgesinin olup olmamasina ve kesim sonucu olusan
fragmentlerin biiytikliigline gore bireyler; CC (198 bg), CT (198 bg, 175 bg, 23
b¢) ve TT (175 bg ve 23 bg) olarak adlandrilmistir (sekil 3.3)

Sekil 3.3. MTHFR Geninin 677. Baz ¢iftini i¢ceren bolgenin Hinf I enzimi

ile kesim sonucu

MTHFR Geninin 1298. Baz ¢iftini iceren bolgenin Mbo II enzimi ile

kesim sonucu

PCR sonrasi olusan 163 bg’ lik amplifikasyon iiriiniiniin Mbo II RE ile
kesimi sonucu, kesim bdlgesinin olup olmamasina ve kesim sonucu olusan
fragmentlerin biiyiikligline gore bireyler; AA (18bg, 20bg, 28bg, 31bg, 56bc),
AC (18bg, 28bg, 31bg, 31bg, 56bg, 84 bg), CC (18bg, 30bg, 31bg, 84bg) olarak
adlandirilmustir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 MTHFR Geninin 1298. Baz ¢iftini igeren bolgenin Mbo II

enzimi ile kesim sonucu

MTHFR Gen Polimorfizmlerinin Alel Frekaslar

Calismamiza dahil edilen DSA ile kontrol gruplar1 arasinda 677 T
(mutant) alleli i¢in allel frekansi sirastyla %28,3 ve %30,6; 677 C (wild tip) i¢in
allel frekansi sirasiyla % 71,7 ve % 69,4 olarak belirlenmistir. Yas gruplar1 goz
Oniine alindiginda 35 yas altindaki DSA ve kontrol grubu arasinda T (mutant)
alleli i¢in allel frekansi sirasiyla %25,5 ve %30,6; C (wild tip) i¢in allel frekans1
sirastyla % 74,4 ve % 69,4 olarak belirlenmistir. Allel frekanslar1 agisindan
gruplar arasinda hem 677 T hem 677 C alleli agisindan istatistiksel olarak anlamli
bir fark saptanmamustir (p>0,05) (Tablo 4.1).

Her iki grup arasinda 1298 C (mutant) alleli igin, allel frekansi DSA ve
kontrol grubu arasinda sirasiyla %37,5 ve %41,7; 1298 A (wild tip) alleli i¢in
allel frekansi sirasiyla %62,5 ve %58,3 olarak saptandi. Yas gruplar1 géz Oniine
alindiginda 35 yas altindaki DSA ve kontrol grubu arasinda 1298 C (mutant)
alleli icin allel frekans1 sirasiyla % 36,6 ve %41,7; 1298 A (wild tip) i¢in allel
frekans1 srrasiyla % 63,3 ve % 58,3 olarak belirlenmistir. Allel frekanslari
acisindan gruplar arasinda hem 1298 C hem 1298 A alleli agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p>0,05) (Tablo 4.1).



Tablo 4.1 DSA ve Kontrol gruplar1 arasindaki alel frekanslari
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DSA Alel Kontrol Alel
(%) (%) Ki-kare P
Genotip|  Alel n= 240 n =180 Degeri Degeri
172(%71,7) 0.245 P>0.05
677 C 125(%69,4)
68 (%28,3) 55 (%30,6)
T
150 (%62,5) 105 (%58,3) 0.749 P>0.05
1298 A
90 (%37,5) 75 (%41,7)
C
DSA Alel
(%) Kontrol Alel
(<35yas) (%) (<35yas) Ki-kare P
n= 180 n= 180 Degeri Degeri
134 (%74,4) 125 (%69,4) 1,115 P>0,05
677 C
- 46 (%25,5) 55 (%30,6)
114 (%63,3) 105 (%58,3) 0,944 P>0,05
1298 A
c 66 (%36,6) 75 (%41,7)




56

Maternal MTHFR C677T ve A1298C Gen Polimorfizmleri ve Down
Sendromu Riski

Maternal MTHFR C677T Genotipi ve Down Sendromu Riski

Calisma grubumuzda; DSA ve kontrol grubu arasinda MTHFR geninin
C677T polimorfizmi agisindan genotip frekanslar1 karsilastirildigr zaman DSA
grubu arasinda 677 TT (homozigot mutant) (% 9,4) ya da 677 CT (heterozigot
mutant) (%49,1) frekanslarmin kontrol grubundaki genotip frekanslar1 (sirastyla
% 11,1 ve %52,9) ile benzerlik gosterdigi gozlendi. Genotip frekanslar1 agisindan
DSA ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamhi bir fark

saptanmamustir ( P>0,05) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Maternal MTHFR C677T Genotipi ve Down Sendromu Riski

Genotip DSA Kontrol Odds %95 P
MTHFR (n (n=90) ratio Cl
C677T =120)
CC 58 40 1.0
(%50,9) (%47,1)
CT 56 45 1.165 0.664- >0.05
(%49,1) (9%52,9) 2.045
TT 6 5 1.208 0.345- >0.05
(%9,4) (%11,1) 4.232
CT ve 62 50 1.169 0.676- >0.05
TT (%51,7) (%55,6) 2.024
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Maternal MTHFR A1298C Genotipi ve Down Sendromu Riski:

Calisma grubumuzda; DSA ve kontrol grubu arasinda MTHFR geninin
A1298C polimorfizmi agisindan genotip frekanslar1 karsilagtirildigr zaman DSA
grubu arasmmda 1298 CC (homozigot mutant) (%27,3) ya da 1298 AC
(heterozigot mutant) (%52,9) frekanslarinin kontrol grubundaki genotip
frekanslar (sirasiyla %28,6 ve %68,8) ile benzerlik gosterdigi gdzlendi. Genotip
frekanslar1 agisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit

edilmemistir ( P>0,05) (Tablo 4.3).

Tablo 4.3 Maternal MTHFR A1298C Genotipi ve Down Sendromu Riski

Genotip DSA Kontrol Odds %95 P
MTHFR (n=120) (n=90) ratio Cl
A1298C
AA 48 25 1.0
(%47,1) (%31,3)
AC 54 55 1.956 1.060- >0.05
(%52,9) (%068,8) 3.607
CC 18(%27,3) 10 1.067 0.429- >0.05
(%28,6) 2.655
AC ve 72 (%60) 65 1.733 0.962- >0.05
CC (%72,2) 3.122
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Down Sendromu Riskine Maternal MTHFR gen polimorfizmlerinin
kombine etkisi:

Calisma grubumuzda; DSA ve kontrol grubu arasinda DS i¢in bir risk
faktorii olarak her iki MTHFR polimorfizminin kombine genotiplerin etkisi
arastirildiginda kombine genotip frekanslar1 agisindan DSA ve kontrol gruplari

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir ( P>0,05) (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. MTHFR C677T ve A1298C kombine genotiplerin etkisi. (): Her

gruptaki olgu sayis1 a: Referans kategori

MTHFR 677 CC 677CT 677TT
A1298C
Genotipi
DSA
(n=120)
AA (16 (% 27.6))* (26 (%46.4)) (6 (%100))
AC (30 (%51.7)) (24 (%42.9)) 0)
OR:1.96 GA:1.06-3.607 OR:2.167 GA:0.892- OR: (-)
P>0.05 5.264 P>0.05 P>0.05
CcC (12 (%20.7)) (6 (%10.7)) 0)
OR:1.067 GA: 0.429- OR: 3.250 GA:0.942-
2.655 11.219
P>0.05 P>0.05
Kontrol 677 CC 677CT 677TT
(n=90)
AA (9 (%22.5))* (12 (%26.7)) (4 (%80))
AC (30 (%75)) (24 (%53.3)) (1 (9%20))
cC (1 (%2.5)) (9 (%20)) o )
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Gen¢ Annelerde Down Sendromu Riskine MTHFR C677T ve A1298C
Kombine Genotiplerin Etkisi:

Calisma grubumuza dahil olan 35 yas altindaki geng¢ DSA ve kontrol grubu
annelerde her iki MTHFR polimorfizminin genotip dagilimlari analiz edildiginde
aralarinda genotip frekanslar1 agisindan istatistiksel olarak herhangi bir anlamli
farklilik saptanmamistir (P>0.05) (Tablo 4.5).

Tablo 4.5 35 yasm altindaki annelerde MTHFR C677T ve A1298C genotip

analizi ve kombine genotiplerin etkisi

Ce77T DSA Kontrol(35yas>) OR Giiven P
Genotip (35yas>) (n =75) araligi degeri
(n=90)
CcC 46 34
CT 42 38 1.244 0.656- P>0.05
2.884
TT 2 3 2.029 0.321- P>0.05
12.820
CT 44 41 1.261 0.681- P>0.05
veya 2.330
TT
A1298C DSA Kontrol(35yas>) OR Giiven P
Genotip (35yas>) (n=75) araligi degeri
(n =90)
AA 38 20
AC 38 47 2.350 1.179- P>0.05
4.685
CcC 14 8 1.086 0.39- P>0.05
3.022
AC 52 55 2.010 1.038- P>0.05
veya 3.892
CcC

Caligma grubumuza dahil olan 35 yas altindaki geng DSA ve kontrol
grubu annelerde her iki MTHFR polimorfizminin genotip dagilimlar analiz
edildiginde gruplar arasinda her iki MTHFR polimorfizminin kombine genotip
frekanslar1 agisindan da anlamli bir fark saptanmamustir (P>0.05) (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6 DS’ li gocuk dogurmus olan 35 yas altindaki kadinlarda MTHFR
677C>T ve 1298A>C polimorfizmlerinin kombine etkisi

Ce677T A1298C A1298C OR Giive P
Genoti genotip genotip n deger
p AC veya AC veya arahg i

CcC CC 1
DSA Kontrol
(35yas>) (35yas>)
CC 16 9 (%45)
(%42,1)
CT 22 11 (%55) 1,63 0,762 P>0,0
veya (%57,9) 6 - 5
TT 3,515
Ce677T A1298C A1298C OR Giive P
Genoti genotip genotip n deger
p CC CC arahg i
DSA Kontrol 1
(3Syas>) (3Syas>)
CC 46 34(%45,
(%51,1) 3)
CT 44(%48, 41(%54, 0,70 0.310 P>0,0
veya 9) 7) 5 - 5
TT 1.606

4.4. Down Sendromlu Cocugu Olan Annelerde Yasa Bagh Olarak

DS’li Cocuklarinda Malformasyon Sikhgimin Karsilastirilmasi
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DSA grubu geng annelerde ileri yas annelere gére dogumsal kalp hastaligi
olan DS’ 1i ¢ocuk sahibi olma oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis
saptanmistir (P<0.05*). Bununla birlikte ayn1 grupta GIS anomalisi bulunan DS’
li cocuk sahibi olma siklig1 agisindan, yas gruplar1 arasinda anlamli bir farliklik

saptanmamistir (P>0.05) (Tablo 4.7 ).

Tablo 4.7 Yasa bagli olarak DSA’larin DS’1i ¢ocuklarinda malformasyon sikligi

DSA DSA (35 Ki- P
(<35) ) kare
DKH(+) 56 (% 10(%33.3) 0.006 P<0.05"
62.2)
DKH(-) 34 (% 20 (%
37.8) 66.7)
0.482 P>0.05
Gis 10 2 (%6,7)
Hastahg (%11,1)
(+)
Gis 80 28 (%93,3)
Hastahg (%88,9)
()
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4.  TARTISMA

Down Sendromunun Etyolojisinde Olas1 Hipotezler ve Risk

Faktorleri

Down sendromu insanda mental retardasyonun en sik goriilen genetik
nedenidir. insidans1 1/600~1/1000 canli dogum olup erken gebelik kayiplarmin
onemli bir nedenidir. DS ayrica en sik goriilen ve en 1iyi bilinen kromozom
hastaligidir (1, 2). Tahminlere gore 1/150 konseptus trizomi 21’°lidir ve bunlarin
%80’i erken gebelik sirasinda kaybedilmektedir (3, 4, 5). Ileri anne yas: trizomi
21 i¢in major risk olusturmaktadir. Annelerin 35 yas sonrasinda DS’li ¢cocuk

dogurma olasiliklar1 gebelik yasi ile orantili olarak artmaktadir (6).

DS’nin sebebi olarak mayotik nondisjunction goriiliiyor olsa dahi hala
mekanizma hakkinda bir¢ok bilinmeyen vardir. Cogu DS olgusunda anneler 35
yas altindadir ve bu da ileri yastaki annelere oranla geng¢ annelerde farkli
mekanizmalarm  kromozom  21’in  ayrilmamasmma neden  oldugunu
diistindiirmektedir (7). Bununla birlikte anne yas1 DS’li ¢ocuk dogurma riskinde
folat metabolizmasinin roliinii karmagik hale getirmektedir. Son ¢aligmalar anne
yasinin etkisinin maternal mayozun II. evresinde hatalara neden oldugunu
gostermektedir (8). Buna ek olarak maternal ovaryum mozaisizminin trizomi 21
icin farkli bir risk faktorii olabilecegi hipotez seklinde diisiiniilmektedir (9).
Ozetle insanda kromozom nondisjunctionu multifaktdriyel bir mekanizma
seklinde vurgulanmaktadir ve bu duruma neden olan daha spesifik risk
faktorlerinin incelenmesi gerekliligi tizerinde durulmaktadir (7, 8, 9). Yapilan
trizomi 21 caligmalarinda, mayoz I ve II’de goriilen maternal nondisjunction
sonucu olusan farkli rekombinasyon seviyeleri tespit edilmistir. Bundan dolayi,
ilerlemis anne yas1 ve genetik rekombinasyonun yeri kromozom 21 ayrilamama
durumu igin iki 6nemli risk faktorii olarak gosterilmektedir (118, 119). Maternal
yas ve degismis kromozom 21 rekombinasyon paternleri arasindaki iliskiyi
belirlemek i¢in Lamb ve arkadaslar1 21. kromozomu maternal mayoz | orijinli
olan 400 olguyu maternal yasa gore gruplayarak analiz etmisler. Bu ¢aligma ile

kromozom 21 nondisjunctionu olan ileri yastaki annelerde, ileri yasa bagl
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mayotik mekanizmanin daha ¢ok hataya meyilli olmas: nedeniyle oositlerde
yanlis segregasyona neden oldugu gosterilmistir ancak buna karsilik geng
annelerde eksik veya degismis rekombinasyon yeri (sentrome ya da telomere
yakin) sonucu meydana gelen kromozom 21 nondisjunctionu saptanmistir (7).
Mayoz II hatalarmi incelemek amaciyla yapilmis diger bir calismada ise 21q
perisentromerik bolge degisiminin anne yasi ile ilgili risk faktori olusturdugu
saptanmistir. Buna zit olarak maternal mayoz I’deki hatalarin analizinde
nondisjunction i¢in ayni riski olusturdugu gozlenmis fakat burada oositin yasida
bagimsiz bir durum saptanmistir (8). Sentromerik DNA kromatininin, spesifik
sentromerik metilasyon paternlerinin epigenetik kalitimiyla ve spesifik metil
duyarli proteinlerin kinetekor olusumunun saglanmasi i¢in diizgiin DNA
yapisinin devam ettirilmesi sayesinde stabilitesini korudugu diisiiniilmektedir
(120). Bu yiizden DNA metilasyonundaki bir hatanin mayotik nondisjunction
icin potansiyel bir mekanizma oldugu diisiiniilmektedir (15). Perisentromerik
hipometilasyon hipotezinde agiklanan bozulmus folat/hcy metabolizmasi sonucu
meydana gelen kinetekor anormallikleri yiiziinden bozulmus kromozom
segregasyonu gozlenmektedir (15). Cesitli caligmalarda folat yetersizligi ve insan
anoploidileri birbiriyle baglantili bulunmus, ayrica kiiltiire edilmis insan
lenfositlerinde folat yetersizliginde kromozom 17 ve kromozom 21
anoploidilerinin arttig1 (121) ve diyette azalmis folat miktarmin spermlerde
goriilen andploidi (6zellikle kromozom 21) dizomisi sikhigimi arttirdign tespit
edilmistir (11). Waterland ve Jirtle gestasyon asamasinda maternal metil alicisi
ilavesinin daha sonraki kusagin fenotipini, epigenomu metilleyerek degistirdigini
gostermislerdir. Bundan dolayi biiyiik olasilikla biiylikannenin gebeligi sirasinda
azalmis folat aliminin veya folat metabolik yolagindaki bozukluklarin kromozom
rekombinasyon bdlgelerini ve perisentromerik bdlgelerini iceren bazi kromozom
bdlgelerinde metilasyon paternini degistirebilmesi ve boylece andploidili gamet
formasyonunda bir artisin s6z konusu olabilecegi belirtilmektedir (122). Boylece
folat/hcy metabolizmasindaki bozukluk nedeniyle degismis olan DNA
metilasyon paterni mayozda hatali kromozom 21 rekombinasyonu meydana
getirebilir ve bu da sonug olarak artmis down sendromu riski olusturabilir. Ayrica

geng ve ileri yas annelerde farkli mekanizmalar kromozom 21 nondisjunctionuna
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neden oluyorsa folat metabolizmasinda gorevli bu genlerdeki polimorfizmlerin
etkisi de yas gruplarina gore farkli yani ya daha fazla ya da daha az olabilecegi
ileri siirtilmektedir (29, 19, 125). DS riski ile maternal yas arasinda iliski

calismalarindaki tutarsizlik bu nedenle olabilir.

Bosco ve ark., 2003( 24); Takamura ve ark., 2004 (26); da Silva ve ark.,
2005(17) c¢alismalarinda kontrol grubu anneleriyle karsilastirildiginda DSlu
cocuk sahibi olan annelerde Hcy konsantrasyonlarnin 6nemli derecede daha
yiiksek oldugu gozlemleri bu kadinlardaki folat metebolizmasinda bir anormallik
olabilecegine dair diger bir kanit olarak goriilmektedir. Sonugta DS’nin
etyolojisini agiklamaya yonelik calismalarda, folat/hcy metabolizmasindaki
bozukluklarin degismis DNA metilasyon paterni ve mayozda hatali kromozom
21 rekombinasyonu meydana getirebilecegi ve bunun da sonug olarak artmis
down sendromu riski olusturabilecegi ifade edilmektedir. DS riski ile maternal
yas iligkisindeki tutarsizligin nedeninin gen¢ ve ileri yas kadinlarda farkli
mekanizmalarin  kromozom 21 nondisjunctionuna neden olmasi ve folat
metabolizmasinda gorevli olan genlerdeki polimorfizmlerin etkisinin de yas
gruplarina gore farkli olabileceginden dolay1 oldugu ileri siiriilmektedir (29, 19,
125). Bir ¢alismada 35 yas oncesi gebe kalan DSA' larin periferik lenfositlerinde,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda her iki 13 ve 21. kromozomunda
segregasyon bozukluklarmin sikliginda onemli bir artis gézlenmistir (127). Bu
bulgular somatik hiicrelerde de meydana gelen nondisjunction olaylarmin
mayotik ve mitotik islemlerde anormal kromozomal segregasyona yatkinligin

nedeni olabilecegini gostermektedir (127).

MTHFR 677C>T polimorfizmi ile Maternal Down Sendromlu Cocuk

Sahibi olma Riski arasinda iliski ¢calismalar

1999 da anormal folat ve metil metabolizmasmin DNA
hipometilasyonuna ve anormal kromozomal segregasyona neden olabilecegi
kanitina dayanarak James ve arkadaslar1t MTHFR 677C>T polimorfizminin geng
annelerde maternal mayotik nondisjunctiona neden olabilecegi ve DS i¢in bir risk
faktorli olusturabilecegi hipotezini ortaya atmuslardir. Elli yedi DSA ve elli

kontrol annesinde yaptiklari calismada DSA’ larda Onemli miktarda artmis
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plazma Hcy konsantrasyonu ve lenfosit metotreksat sitotoksitesi tespit etmislerdir
ki bu da anormal folat ve metil metabolizmasinin birbiriyle iliskili oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte MTHFR 677 T allelinin 2.6 kat fazla DS’ li
cocuk riski ile iliskili oldugunu saptamuslardir. Bu g¢alismada DSA’da folat
metabolizmasinin anormal oldugunu ve bunun MTHFR genindeki bir mutasyona

bagli olarak meydana geldigi gosterilmistir.

Gegtigimiz on yil igerisinde yapilan bir¢ok c¢esitli ¢alisma folat ve metil
metabolizmasinin DS riskindeki roliinii agiklamak amaciyla yapilmistir. Bu
calismalarm hemen hemen hepsinde MTHFR 677C>T  polimorfizmi
arastirilmistir (12-36) (Tablo 5.1).

Acacio ve arkadaglarmin (2005) yaptiklar1 ¢alismada MTHFR 677C T
polimorfizmi ve asir1 sigara igimi down sendromu i¢in maternal risk faktorleri
olarak iligkili bulunmustur. Bunun disinda James ve arkadaslar1 (15) (1999),
Hobbs ve arkadaslari (2000), Grillo ve arkadaslar1 (16) (2002), da Silva ve
arkadaslarinin(2005) ¢alismalarinda bir veya iki MTHFR 677T alelinin varligi
DS i¢in artmis bir maternal risk ile iliskili bulmuslardir. Bu ¢alismalardan farkli
olarak bizim ¢alismamizda DSA ile kontrol gruplar1 arasinda 677 T (mutant)
alleli i¢in allel frekanslarini sirasiyla %28,3 ve %30,6 olarak belirlenmistir. Yas
gruplar1 géz 6niine alindiginda 35 yas altindaki DSA ve kontrol grubu arasinda T
(mutant) alleli icin allel frekansi sirasiyla %25,5 ve %30,6; belirlenmistir. Allel
frekanslar1 agisindan gruplar arasinda 677 T alleli agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmamistir (p>0,05) (Tablo 4.1). Elde ettigimiz sonug
1s18Inda MTHFR 677T allelinin turk populasyonunda tek basina DS i¢in riski
arttrmaya yetmedigini diisiinmekteyiz.

Akdeniz iilkelerinde yapilan calismalarda elde edilen sonuglara gore
sadece Misir disinda MTHFR 677T alleli DS i¢in bagimsiz bir risk faktorii olarak
goriilmemistir. Bir Akdeniz iilkesi olarak bizim ¢aliymamizda da bu ¢alismalarla
benzer olarak MTHFR geni 677 T polimorfizmleri DS’li ¢ocuk sahibi olma
arasinda anlamli bir fark saptanmamistir. Akdeniz diyetine bagl olarak daha
fazla folat acisindan zengin besinler tiiketilmesinin MTHFR 677T alleli i¢in ters
bir etki yaptig1 dislinilmektedir (13, 20, 28). Bununla birlikte Meguid ve
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arkadaslarinin Misirda yaptigi ¢alismada MTHFR genotipi ve folat alim1 arasinda
onemli bir iligki ortaya konmustur (32). Bizim g¢alismamizda DSA’larda bu
polimorfizmi degerlendirildigimizde 677T alelinin bagimmsiz bir risk faktori
olusturmadigi saptanmustir.

Yapilan tiim ¢aligmalarda baktigimizda MTHFR 677C > T polimorfizmi
Amerika, Kanada, Misir ve Cin populasyonlarinda DS’ 1i ¢cocuklar i¢in bagimsiz
bir risk faktorii olarak kabul edilmistir (12, 15, 21, 31, 32). Benzer sonuglar
brezilya (14, 16, 17, 18, 37) ve Hindistan’ da da (25, 29, 33) saptanmustir.
Avrupada yapilan ¢esitli ¢calismalarda (13, 19, 20, 22, 23, 24, 28, 30, 35, 36),
Tiirkiye ve Japonyada ki ¢aligmalarda (26, 27) bu polimorfizm bagimsiz bir risk
faktorii olarak bulunmamistir (Tablo 5.1). Bizim ¢alismamizda da benzer olarak
DSA’larda  MTHFR 677C polimorfizminin  bagimsiz bir risk faktori
olusturmadig1 saptanmustir.

Sonuglardaki bu farkliliklarin nedenini, allel frekanslarindaki farkliliklar,
farkli olgu kontrol grup se¢imleri ya da folat metabolizmasinda gérev alan diger
genlerin kombine etkilesimleri, beslenme ve g¢evresel faktorler (gebelikte folat,
sigara, alkol kullanimi) ve gorevleri heniiz aydmlatilmay1 bekleyen diger aday
genlerin folat metabolizmas1 {lizerine etkisinden kaynaklaniyor olabilir.
Calismamizda MTHFR 677T alleli, diisiik folat alimi ve folat metabolik
yolaginda gorevli diger polimorfizmler ile kombine edildigi zaman DS i¢in bir

risk faktorii olusturabilir.

MTHFR 1298A > C polimorfizmi ile Maternal Down Sendromlu

Cocuk  Sahibi olma Riski arasinda iliski calismalan

Down sendromu i¢in bir risk faktorii olusturmasi acismdan MTHFR

1298A>C polimorfizmi, 677C>T polimorfizmine gore daha az ¢alisilmistir (Tablo
5.1). MTHFR 1298A alleli ve DS arasindaki iliski ilk olarak 2002 yilinda brezilya

populasyonunda yapilan c¢alisma sonucunda ortaya atimistir (16). Bizim

calismamizda DSA ve kontrol grubu arasinda MTHFR geninin A1298C

polimorfizmi agisindan genotip frekanslar1 karsilastirildigi zaman genotip ve allel

frekanslar1 agisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit

edilmemistir ( P>0,05) (Tablo 4.1, Tablo 4.3).



67

Bazi aragtrmalarda artmig DS riski ile MTHFR 1298A>C ve 677C>T
polimorfizmlerinin iligkili oldugu tespit edilmistir (16-18, 23-28). Bizim
calismamizda MTHFR 1298A>C ve 677C>T gen polimorfizmleri ile artmis DS

riski arasinda herhangi bir iligki saptanmamustir.

Hindistan ve Giiney italya’ da yapilan calismalarda MTHFR 1298A > C
ve 677C > T polimorfizmleri ile artmig DS riski arasinda bir iligki saptanmugtir
(19, 29). Ayrica iki varyantinda beraberliginin DS i¢in bir risk faktorii
olusturduguna dair veriler Misirda yapilan ¢alismada gosterilmistir (32). Bizim
calismamizda ise MTHFR her iki gen polimorfizminin DSA’larda ve kontrol
grubu arasinda genotip dagilimlar1 ayr1 ayr1 ve kombine olarak incelendiginde
anlamli bir farklilik saptanmamistir (P>0.05). Calismamiz tiirk populasyonunda
folat metabolizmasinda yaygm polimorfizm gosteren MTHFR A1298C ve
C677T allellerinin tek basina veya kombine oldugunda DS’li gocuk riski
acisindan bagimsiz bir maternal risk faktorii olmadigini géstermektedir (P>0,05).
Calismamizda elde ettigimiz bu sonucun nedeninin MTHFR A1298C ve C677T
genotipi ile diger polimorfizmler ve/veya gruplar arasinda beslenme durumu gibi
farkli ¢evresel faktorlerin kombinasyonlarinin birbiriyle baglantis1 olabilecegini

diisiinmekteyiz.
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Tablo 5.1. Folat/homosistein metebolizmasi gen polimorfizmleri ve maternal DS’ 1i ¢ocuga sahip olma riski arasindaki

genetik iligki caligmalari.

Yil Calisma Ulke DSA Kontrol MTHFR
Grubu C677T
1999 James ve ark. ABD 57 50 P’OR=2.6
(1.2-5.8)c
2000 Hobbs ve ark. ABD 157 144 P®OR=1.9
Kanada (1.2-3.0)c
2002 O’Leary ve ark. frlanda 48 192 N 2P
OR=N.A
2002 Chadefaux- Fransa’ 85 107 N OR=N.A.
Vekemans ve
ark.
2002 Stuppia ve ark Italya * 64 112 N OR=N.A.
2003 Bosco ve ark Italya* 63 72 N OR=N.A.
(sicily)




Tablo 5.1. Folat/homosistein metebolizmasi gen polimorfizmleri ve maternal DS’ i gocuga sahip olma

riski arasindaki

genetik iliski calismalart. ( devami)

2003 Sheth ve Sheth Hindistan NA NA N OR=N.A
2004 Takamura ve ark Japonya 31 60 N OR=N.A.
2006 Martinez Fri’as Ispanya” 91 90 N OR=N.A
ve ark.
2007 Wang ve ark Cin 100 100 P° OR=3.4 (1.4
8.4)°
2008 Meguid ve ark. Misir 42 48 P OR=4.1 (1.0-
5.7)°
2008 Wang ve ark Cin 64 70 N OR=3.8(1.8—
8.5)°
2008 Biselli ve ark. Brezilya 72 194 N*OR = 1.7 (0.6-
4.6)°
2008 Kohli ve ark. Hindistan 104 109 N OR=N.A
2008 Santos- Brezilya 103 108 N OR =0.6 (0.5-
;{rel:(l?ouguas ve geng 1.4)°
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riski arasindaki

Tablo 5.1. Folat/homosistein metebolizmasi gen polimorfizmleri ve maternal DS’ li
genetik iliski calismalar1. ( devami)

cocuga sahip olma

2008 Biselli ve ark. Brezilya 67 113
N? OR=1.2
2008 Coppede” ve ark. ftalya* 94 113 (0.8-1.8)°
N OR=0.9 (0.4-
2009 Pozzi ve ark. italya " 74 184 2.2)°

P: Polimorfizmler ile DS riski arasinda artmus iligki; N: Polimorfizmler ile DS riski arasinda iligski yok; N.A: Mevcut

degil; (-): Calisilmads; @ : Gene—gene etkilesimi (Table 2°de tanimlandi); P - Gene—cevre etkilesimi (Table 3°te

tanimland1); © : OR=o0dds orani (giiven aralig1 %95); * Akdeniz iilkeleri
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Tablo5.2. Folat/homosistein metebolizmasi gen polimorfizmleri arasi etkilesim ve maternal DS’ 1i ¢ocuga sahip olma riski ¢alismalari
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Yil Cahsma Ulke Gen —gen etkilesimi
Grubu

2000 Hobbs ve ark. ABD Kanada MTHFR 677T+MTRR 66G * OR=4.1 (1.9-8.6)°

2002 O’Leary ve ark. irlanda MTHFR 677T + MTRR 66G *OR = 2.9 (1.2-7.5)°

2002 Grillo ve ark. Brezilya MTHFR 677CT + MTHFR 1298AC* OR = N.A.

2003 Bosco ve ark. Italya MTR 2756AG + MTRR 66AG *OR =5.0 (1.1-24.1)°

2005 Da Silva ve ark. Brezilya MTHFR 677T + MTHFR 1298C + MTR 2756G + MTRR 66G + CBS 844 ins68 * (complexa) OR=1.2
(1.0-1.6)°¢

2005 Acacio ve ark. Brezilya MTHFR 677CT + MTHFR 1298AC * OR=5.7 (1.7-18.8) ¢

2006 Coppede” ve ark. Italya MTHFR 677TT + RFC1 80GG *OR =6.0 (1.0-35.9)¢
MTHFR 1298AA + RFC1 80GA/AA "~ OR = 0.4 (0.1-0.9)¢

2006 Rai ve ark. Hindistan MTHFR 677CC + MTHFR 1298CC *OR = 4.0 (1.2-13.6) ¢

2006 Scala ve ark Italya MTHFR 677TT + MTHFR 1298CC/CA *OR = 7.2 (1.4-47.2)°RFC1 80 GG + MTHFD 1958 AA *OR =
4.4(1.2-17.9)°¢
MTHFR 1298CC/CA + RFC1 80 GG/GA *OR=2.6 (1.1-6.3)¢
MTHFR 677T-1298C haplotip * OR = N.A.

2008 Wang ve ark. Cin MTHFR 677TT/CT + MTRR 66GG *OR = 6.0 (2.0-17.5)°




Tablo 5.2 (Devam ediyor)
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2008 Biselli ve ark. Brezilya MTHFR 677T + MTHFR 1298C + RFC1 80G + MTR 2756G *
(complexa) OR =1.7 (1.0-3.0)¢

2009 Coppede” Italya MTHFR 677TT + MTR 2756AA *OR = 3.0 (1.0-8.5)°¢
MTHFR 1298AC + TYMS 2R/2R "OR =0.11 (0.1-0.5)¢
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*: DS igin artmis maternal risk ile iliskili : DS i¢in azalmis maternal risk ile iliskili  DSA’larda kontrollere gére mutant allellerde énemli diizeyde

Tablo5.3 . DSA’da ve kontrol grubunda homosistein, folat, vitamin B12 ve iliskili mikronutrisyonlar ve bunlarin
folat/Hcy metabolizma gen polimorfizmleri ile aralarindaki etkilesim.

anlamlilik gosterilmistir. OR = Odds ratio (Giiven Aralig1 %95).

Yil Calisma Ulke Plasma homocysteine (Hcy) Diger Nutrientler
Grubu concentration
1999 James ve ark. ABD DSA’da artmis Hey
MTHFR C677T polimorfizmi ve Hcy
diizeyi ile etkilesimi +
2002 O’Leary ve ark [rlanda DSA ve kontrol annelerinde Hey diizeyi Plazma folat ve VitB12 diizeyi
iligski yok Hcy seviyesinin 6nemli
MTHFR C677T polimorfizmi ve Hcy belirleyicisidir
diizeyi ile etkilesimi +
2002 Chadefaux- Fransa DSA ve kontrol arasinda Hey diizeyi
Vekemans arasinda fark yok
ve ark. MTHFR C677T polimorfizmi ve Hcy
diizeyi arasinda etkilesim yok
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2003 Bosco ve ark. Italya DSA’da artmis Hey diizeyi + DSAve kontrol arasinda Folat
Hcy diizeyi ile MTHFR C677T, MTR ve vitamin B12 diizeyinde fark
A2756G ve MTRR A66G yok
polimorfizmleri arasinda etkilesim yok

2003 Sheth ve Sheth Hindistan DSA’da artmis Hey diizeyi +

2004 Takamura ve ark Japonya DSA’da artmis Hey diizeyi + DSAve kontrol arasinda
DSA’da azalmis folik asit diizeyi + vitabin B6 ve vitamin B12

diizeyinde fark yok

2005 Silva ve ark. Brezilya DSA’da artmis Hey diizeyi +
MTHFR C677T polimorfizmi ve Hcy
diizeyi arasinda etkilesim var +

2006 Scala ve ark. Italya DSA ve kontrol arasinda Hey diizeyi
arasinda fark yok -

2006 Marti 'nez-Fr1’as ve Ispal ;

ark. Tablo 5.3 (Devam ediyor) SC ve

MTRR A66G polimorfizmleri arasinda
kompleks etkilesim

2007 Wang ve ark. Cin DSA’da artmis Hey diizeyi +
MTHFR C677T polimorfizmi ve Hcy
diizeyi arasinda etkilesim var +

2008 Meguid ve ark. Misir DSA ve kontrol grubunda

besinlerden alinan Folat alimi
giinliik 6nerilen diizeyden
onemli oranda daha
diigiikbulunmus




Tablo 5.3 (Devam ediyor)
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2008 Biselli ve ark. Brezilya DSA’da artmig Hey diizeyi +
MTHFR A1298C polimorfizmi ve Hcy
diizeyi arasinda etkilesim var +
2008 Kohli ve ark Hindistan DSA’da azalmis Hey diizeyi -
2008 Santos-Reboucas ve Brezilya DSA ve kontrol grubunda
ark. besinlerden alinan Folat alim1
giinliik 6nerilen diizeyden daha
diisiikbulunmus
DSA’da ¢inko ve metiyonin
alimi kontrol grubuna gére
anlamli diigiik bulunmus
2009 Coppede ve ark. Italya DSA ve kontrol annelerinde Hey diizeyi DSA ve kontrol olgulari

iliski yok®

arasinda folat ve vitamin B12
diizeylerinde fark yok ?

& :DSA ve kontrol annelerinden sinirl sayida bilgi elde edilmistir
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Gen-gen iligkileri arastirilan ¢aligmalardan bazilarinda her iki MTHFR
677C>T ve 1298 A>C gen polimorfizminin kombine degerlendirildiginde DS i¢in
bir risk faktorii olusturdugu goriilmektedir. Yakin zamanda yapilan ¢aligmalar da
MTHFR 677C>T ve 1298A>C polimorfizmleri ve kromozomal hasar arasinda
baglant1 arastirilmigtir. Bu ¢alismalarda DSA’larda ve geng yasta DS’li ¢ocuk
sahibi olan annelerde folat metabolizmasindaki MTHFR 677C>T ve 1298 A>C
polimorfizmlerinin anormal kromozomal segregasyon ic¢in artmis yatkmlik
gosterdigi saptanmustir (35, 38). Brandalize ve arkadaslar1 (144) ¢alismalarinda
239 DSA ile 197 kontrol annesinde DS ve DKH gelisiminde maternal bir risk
faktorii olarak MTHFR C677T ve A1298C gen polimorfizmlerini PCR-RFLP
teknigini kullanarak incelemisler. Genotip dagilimlarini her iki grupta benzer
bulmuslar. Fakat 677CT veya TT ve 1298AA kombine genotiplerinde DS’ 1i
cocuk dogurma agisindan artmus risk tespit etmigler. OR=1.99; (1.11-3.55)).
Olgu annelerinde dogumsal kalp hastalikli olan DS’li ¢ocuklarmm sikhigi ile
maternal polimorfizmlerin iligskisini degerlendirmisler. 677T allel varliginda
dogumsal kalp hastalikli ¢ocuklarinin olmasinda 2.07 kat artmis risk tespit
etmigler (P<0.01). MTHFR 677CT veya TT genotiplerini tasiyan,
perikonsepsiyonel folik asit kullanimi olmayan DKH olan etkilenmis DS’li
570lgu annesinde DKH’ya sahip DS’li ¢ocuk dogurma olasihiginda 2.26 kat
artmus risk tespit edilmis. (1.25-4.09)c. Bu ¢alismada maternal 677 T alelininin
DS’li ¢ocuk riskini smirda artirdigini tespit etmisler. Ayrica 677 T alelininin
DKH olan DS’li ¢ocuk dogurma riski artistyla iligkili oldugunu ve
perikonsepsiyonel folik asit kullanimmin bu polimorfizmi tasiyanlarda yararl
oldugunu belirtmisler(144). Calismamizda farkh olarak MTHFR 1298 ve 677
alel frekanslar1 ve genotip dagilimlar1 degerlendirildigine her iki gen
polimorfizminin DS’li ¢cocuk dogurma i¢in bir risk faktorii olmadigini tespit ettik.
Bunun disinda ¢alismamiz folik asit kullaniminin bu polimorfizmlerle kombine
degerlendirerek DS’li ¢ocuk riskini saptamaya yetecek giigte degildi.

Grillo ve arkadaglar1 (16), Acacio ve arkadaslar1 (18) g¢aligmalarinda
MTHFR A1298C varyant: heterozigotluk durumunda ve 677CT genotipi ile
birlikte oldugunda DS i¢in artmis maternal risk ile iliski bulmuslardir. Biz

calismamizda anne yasini goz Oniine bulundurarak 35 yas altindaki geng anneleri
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ayr1 bir grup halinde degerlendirildigimizde de MTHFR gen polimorfizmleri ile
geng DSA’ lar arasinda ayri ayri veya kombine olarak MTHFR gen
polimorfizmlerinin DS’li ¢ocuk dogrurma riski acisindan bagimsiz bir maternal
bir risk faktorii olusturmadigi saptadik. Bizim c¢alismamizda elde ettigimiz
sonuglar, tiirk populasyonunda MTHFR gen polimorfizmlerinin hem genotip
dagilimlarmm hem de kombine genotiplerinin DS’li ¢ocuk dogurma riskinde
bagimsiz bir risk faktori olmadigini gostermistir (P>0.05). Bunun disinda
Brezilyada yapilan bes ¢alismadan dordiinde, MTHFR 1298C varyant1 ve folat
metabolizmasinda rol oynayan diger genlerdeki polimorfizmlerin beraberliginin
artmig DS riski olusturdugu gosterilmistir (14, 16, 17, 18, 37). Bu calismalarda
Biselli ve arkadagslar1 56 DSA ile MTHFR C677T, A1298C, MTR A2756G ve
RFC1 A80G den ii¢ veya daha fazla polimorfik alel varhiginin ve Hcy
konsantrasyonunun 4.99 umol/L iistiinde olmast durumunun DS i¢in maternal
risk faktorii oldugu sonucunu saptamiglar ve sonu¢ olarak folat
metebolizmasindaki diger polimorfik alellerin de benzer bir etkiye yol
acabilmesinin miimkiin olabilecegine isaret etmislerdir (14). Buna benzer diger
bir ¢alismalarda homosistein metabolizmasinda gérev alan MTHFR enziminin
677T ve 1298C allelleriyle birlikte hiicre igine folat tagmmmasinda gérev alan
RFC1, metiyonin sentaz (MTR) ve metiyonin sentaz rediiktazdaki (MTRR)
polimorfizmlerin de DS i¢in bir risk faktorii oldugu gosterilmis ve ayrica 3 veya
daha fazla polimorfizm varliginda DS riskinin arttig1 belirtilmistir (35). Benzer
olarak James ve ark (15), 1999; Grillo ve ark.(16) , 2002; Acéacio ve ark., 2005
(18) ; da Silva ve ark. (17); Scala ve ark.(19) 2006; Coppede ve ark. (20) 2006
nin ¢alismalarmda da MTHFR, MTR ve RFCI gibi folat metebolizmasinda
bulunan genlerdeki polimorfizmler ile DS igin artmis maternal risk arasinda
iligkili bulunmustur. Bosco ve arkadaslarinin ¢alismalarinda (24) MTR A2756G
ve MTR 2756G alleli varhginda artmis hcy konsantrasyonu ile kombine
edildiginde DS i¢in risk artis1 gozlenmistir. Ancak Chango (25) ve arkadaslarmin
calismasinda bu polimorfizm ile bir risk artisi iliskisi dogrulanmamistir.da Silva
ve ark.,(17) 2005 ¢alismasinda 3 veya daha fazla polimorfik alel varliginda DS
icin maternal riskte 1.74 kat artis gozlenmistir. Kontrol anneleri ile DS’li anneleri

karsilastirildiginda gozlenen ortalama olarak daha yiiksek polimorfik aleller
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saptamislardir. Arastirmacilar yaptiklart 2. ¢alismada cystathionine B-Synthase
genindeki 844ins68 polimorfizm ve methionine synthase reductase genindeki
A66G ve ek olarak MTHFR ve MTR geni polimorfizmlerini aragtrmiglar ve
calistiklar1 bu polimorfik alellerden herhangi birinin varliginda Down sendromlu
cocuga sahip olma sansinda 1.259 kat artis oldugunu gozlemisler. Shao-shuai
WANG ve arkadaglar1 calismalarinda yaglar1 benzer olan 64 DS’li annesi ve 70
kontrol annede PCR-RFLP teknigini kullanarak MTHFR 677C—T, MTRR
66A—G polimorfizmleri ile bu genotiplerin Down sendromu riski arasindaki
iliskiyi incelemigler. MTHFR 677T polimorfizmi ve homozigot MTRR 66G
polimorfizminin eszamanli varhiginin DS’li ¢ocuga sahip olma agisindan
maternal riskte 6 kat artisa neden oldugunu gostermistirler. Kombine
genotiplerde, birinde veya her ikisinde MTHFR 677T alel varliginda risk 3,78 kat
artig ile iliskilendirilmis ayrica MTRR’deki homozigot 66G aleli varligr 5,2 kat
artmig bir risk saptanmistir (12)DS’nin etyolojisini aciklamaya yOnelik
calismalarda, folat/hcy metabolizmasindaki bozukluklarin degismis DNA
metilasyon paterni ve mayozda hatali kromozom 21 rekombinasyonu meydana
getirebilecegi ve bunun da sonug¢ olarak artmig down sendromu riski
olusturabilecegi ifade edilmektedir. Lokalize folat metil yetersizligi durumunda,
yeni sentezlenen ipliklerin remetilasyonunda DNA metiltransferazin basarisizligi,
kalict DNA metilasyon paterni kaybi ile sonuglanabilecegi belirtilmektedir son
yapilan arastirmalarda normal kromozom segregasyonu icin kararli/dengeli
perisentromerik DNA metilasyonunun 6nemi vurgulanmaktadir. Ayrica
literatiirde DS riski ile maternal yas iliskisindeki tutarsizligin nedeninin geng ve
ileri yas kadinlarda farkli mekanizmalarm kromozom 21 nondisjunctionuna
neden olmasi ve folat metabolizmasinda gérevli olan genlerdeki polimorfizmlerin
etkisinin de yas gruplarina gore farkli olabileceginden dolayr oldugu ileri
stiriilmektedir (29, 19, 125).Literatlirde insanda kromozom nondisjunctionu
multifaktoriyel bir mekanizma seklinde vurgulanmaktadir. Biz bu duruma neden
olan faktorlerin aydinlatilabilmesi amaciyla daha spesifik risk faktorlerinin
secilerek incelenmesinin gerekli oldugunu ve folat yolaginda bulunan diger aday
genlerde yapilacak ek calismalar kadar down sendromlu etkilenmis gebeligi olan

kadimnlardaki folat metil metebolizmasint iceren diger mikronutrisyonlar ile
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etkilesiminin sistematik ¢alismalarinin da, down sendromunu 6nlemede baslica
halk saghgt stratejilerinin  gelismesi icin  firsatlar  saglayabilecegini

diistinmekteyiz.

Calismamizda dikkat ¢ceken bir unsur da hem DS’ li ¢ocuk sahibi olan 35
yas altindaki geng¢ annelerin DS’ li ¢ocuklarinda DKH sikliginin ileri yas anne
grubuna gore fazla bulunmasiydi. Calismamiz folik asit destegi alan anne
sayismnin azlig1 ve annelerin egitim diizeyleriyle orantili olarak gebelik hakkinda
yeterli bilgi alamamamiz nedeniyle gebelikte folik alimmi degerlendirmek
konusunda demostratif olmadigin1 ve bununla beraber maternal folik asit
alimmim DS iizerine muhtemel etkisini tespit edebilecek yeterlilikte olmadigini
diisinmekteyiz. Down sendromunda en sik rastlanan major konjenital anomali
dogumsal kalp hastaliklaridir (49, 50, 51). Literatiirde regiiler tip trizomide DKH
sikliginin daha yiiksek oldugu belirtilmektedir. Bu oranlar % 33 ile % 76
arasinda degismektedir (53). Tiirkiye’ de yapilan bir ¢alismada DS’nde DKH
siklig1 %40 olarak bulunmustur (54). Bizim ¢alismamizda bu siklik ise bu oran
%55 olarak bulunmustur.Tiirkiye’de yapilan diger bir ¢aligmada genis bir
populasyonda Down sendromlu olgularda DKH degerlendirmesi yapilmistir.
Bizim bulgumuz ile benzer olarak bu ¢alismanin sonucunda % 72,4 vakada anne
yaginin 35’in altinda oldugu saptanmustir (55). Bizim ¢alismamizda da geng yas
annelerde ileri yas annelere oranla DS’li ¢ocuklarinda DKH sikhigi (%62,2)
anlamli derecede fazla saptanmistir (p<0,05"). Sonug olarak calismamizda Tiirk
populasyonunda dogumsal kalp hastalig1 olan DS’li ¢ocuk dogurma oraninin,
geng annelerde ileri yas DS’li gocuk doguran annelere gore daha sik oldugu tespit
edilmistir. Bunun nedeninin folat metabolizmas1 ile iliskili genlerdeki
polimorfizmlerle ve/veya gen-cevre etkilesimine (sigara, alkol, gebelikte yetersiz
folat alimi gibi ) bagh olarak artmus hcy diizeyinin gen¢ annelerde DS’li
etkilenmis gebeliklerin sagkalim oranini arttirdigi ileri siiriilen literatiirde
caligmalar mevcuttur (144).DS'li olgularda ilk 2 yillik yasamda mortalitenin
baslica sebebi kardiyak malformasyonlardir (51). Folatin KVS gelisimi siirecinde
kritik bir role sahip oldugu biliniyor. Ancak folat metebolizmasmin hangi
mekanizmalar aracilifiyla KKH olusumuna karst korudugu bilinmemektedir.

Bizim ¢aliymamiz folik asit destegi alan anne sayisinin azlig1 ve hatirlanamayan
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veya bilgi veremeyen bireylerin ¢ogunlukta olmasi nedeniyle alman verilerin
demostratif olmadigini ve maternal folik asit alimmin DKH iizerine muhtemel

etkisini tespit edebilecek yeterlilikte degildi.
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6.SONUC VE ONERILER

Calismamizda literatiireki MTHFR gen polimorfizminin down sendromlu
cocuk dogurma acisindan maternal risk faktorii olabilecegi bulgularindan yola
cikarak Tirk populasyonunda Down sendromlu cocuk sahibi annelerde yas
gruplarint da dikkate alarak MTHFR gen polimorfizmlerinin ve down sendromlu
cocuk dogurma agisindan maternal bir risk faktorii olup olmadigi arastirilmistir
Bizim ¢alismamiz MTHFR C677T ve A1298C gen polimorfizmleri ile birlikte
analiz edildiginde DS ile folat/hcy yolagindaki genetik polimorfizmler arasinda
bir iligki oldugunu desteklememektedir. Sonug olarak ¢alismamizda MTHFR gen
polimorfizmlerinin down sendromlu g¢ocuk dogurma agisindan bagimsiz bir
maternal risk faktorii olmadig1 sonucuna varilmistir. Ancak; bu ¢alismanin olgu
sayisinin genigletilmesi ve homosistein seviyelerinin Ol¢iimii ile bir iliski

kurularak degerlendirilmesi gerektigini diisiinmekteyiz.

Bugiinkii elde edilen sonuglarla Down sendromu ile maternal folat
metebolizmasi arasinda 6ne siiriilen bu iligki ile ilgili olarak bu paradigmay1

degerlendirmek i¢in daha fazla arastirmaya gereksinim oldugunu sdyleyebiliriz.

Farkli topluluklarda goriilen tutarsiz sonuglar, folat metebolizmasina
karisan genetik ve cevresel etkilesimleri yansitiyor olabilir. Risk faktorleri, gen
cevre etkilesimine bagl olabilir. Ozellikle de bu polimorfizmlerin etkileri
devamu folik asit kullanimina bagl olabilir. Bizim ¢alismamizda maternal folik
asit kullanimi ile DS riski iliskisiz bulunmustur. Maternal folik asit alimi ile
genotip etkilesimlerin incelenebilmesi ve bu iliskinin genis 6rnekli ¢aligmalar ile
gelecekteki arastirmalar i¢inde sorgulanmasi gereklidir. Sonug olarak trizomi 21
olusumunun nedenlerini birbirinden ayirabilecek, folat homosistein gen
polimorfizimleri ile arasindaki baglantilar1 gosterebilecek daha spesifik

caligmalara ihtiyag¢ vardir.

Ozet olarak, insan nondisjunctionu multifaktoriyel tehdit olusturmaktadr.
Bu tehdit pargalarina ayrilarak baglantili olan risk faktorleri belirlenmelidir.
Gebelikte tliim tarama yontemlerine ragmen Down sendromlu gebeliklerin biiyiik
kismi prenatal olarak tespit edilememektedir. Folat yolaginda gorevli olan diger

aday gen calismalar1 kadar down sendromlu etkilenmis gebeligi olan
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kadmlardaki folat metil metebolizmasimi igeren genlerin mikronutrisyonlar ile
etkilesiminin sistematik ¢alismalarmin, down sendromunu dnlemede halk saglig

stratejilerinin gelistirilmesi i¢in firsatlar saglayabilecegi diistinmekteyiz.
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