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ARASTIRMA

Kardiyak Anomalisi Olan Down Sendromlu Hastalarda
MEF2C Gen Polimorfizminin Arastiriimasi

Amagc: Down Sendromlu gocuklarda miyosit arttirici faktér 2C (MEF2C) gen polimorfizmlerinin
arastiriimasi, saglkh kontrollerle karsilastirimasi ve Down Sendromunda sik rastlanan kardiyak
malformasyonlar arasindaki iligkisinin saptanmasi amaclanmistir.

Gereg¢ ve Yontem: Down sendromu olan 100 ¢ocuk hasta ve 100 saglkli ¢ocuk kontrol grubu
alnip, ilgili mutasyon bolgelerin primerleri dizayn yaptirilarak, Real Time PCR (gercek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu) yontemi ile ilgili gen bdlgelerinde belirlenen polimorfizmler
arastiriimigtir.

Bulgular: Down Sendromlu olgularin 58'i kiz iken 42’si erkek, yas ortalamasi 3.19+3.79 ay idi.
Olgularin anne yas ortalamasi 36.86+6.67 olarak tespit edildi. Down sendromlu hastalardan
konjentinal kalp hastaligi olan olgularin %18’inde ventrikiler septal defekt (VSD), %18'inde atrial
septal defekt (ASD), %17’inde patent duktus arteriozus (PDA), 7’sinde atriyoventrikiler septal
defekt (AVSD), %19'unda ise birden fazla kalp defekti olup %27’sinde ise herhangi bir kalp
defektine rastlaniimamistir. MEF2C Uzerindeki rs770189, rs4521516, rs11951031, rs12521522,
rs17560407, rs17421627, gen bolgeleri caligildi. rs770189, rs4521516 ve rs17560407 alleleri
karsilastinldiginda hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farkhlik saptanmadi. Fakat
rs11951031, rs12521522 ve rs17421627 gen bolgelerine ait allellerinin gruplar arasinda istatistiksel
acidan anlamli farkhhk oldugu tespit edildi (P<0.05).

Sonug: Down Sendromu olan ve konjenital kalp hastaligi bulunan hastalarda rs11951031,
rs12521522 ve rs17421627 gen bolgelerine ait allellerinin frekanslarinin anlamli oranda artmis
oldugu tespit edilirken, Down sendromlu olup ayni zamanda kardiyak malformasyonu olan hastalar
ile Down sendromumlu olup eko’su normal olan hastalarin karsilastirlmasi sonucu herhangi bir
anlamlilik tespit edilmemigtir.

Anahtar Kelimeler: Down sendromu, kardiyak malformasyon, rs770189, rs4521516, rs11951031, rs12521522,
rs17560407, rs17421627

Investigation of the MEF2C Gene Polyiorphisms in Down Syndrome Patients with
Cardiac Malformations

Introduction: In the present study, we aimed to investigate of Myocyte enhancer factor 2C
(MEF2C) gene polymorphisms on the children with Down syndrome, compare them with healthy
controls and determine its relationship between cardiac malformations which are common by Down
syndrome.

Materials and Methods: A hundred pediatric patients with Down syndrome and 100 healthy
children as the control group were included and the primers of related mutation regions were
designed and polymorphisms identified in the gene region were investigated with Real Time PCR
(real-time polymerase chain reaction) method.

Results: While 58 percent of down syndrome patients were girls 42 percent of patients were boys
and their average age was 3.19+3.79. Maternal average age of patieints was found to be
36.8616.67. It was found that 18% of down syndrome patients, with congenital heart disease, had
ventrikller septal defect (VSD), 18% had atrial septal defect (ASD), 11% had patent ductus
arteriosus (PDA), 7% had atrioventricular septal defect (AVSD) and 19% had more than a heart
defective disease. And it wasn't any heart defects detected on 27% of patients. Gene regions;
which are located on MEF2C rs770189, rs4521516,rs11951031, rs12521522, rs17560407,
rs17421627 were studied. When comparing the alleles on rs770189,rs4521516 and rs17560407
regions there wasn't any significant difference between patient and control group detected. But,
statistically, it was detected that there is a significant difference between rs11951031, rs12521522
and rs17421627 gene regions's alleles (P<0.05).

Conclusion: While It has been found that by patients with down syndrome and congenital heart
disease, frequency of the rs 12521522, rs11951031 and rs 17421627 gene regions’ alleles
significantly increased; No significance between patients with Down syndrome and with cardiac
malformation with normal ecocardiography and Down syndrome was detected.

Key words: Down syndrome, rs770189, rs4521516, rs11951031,

rs17560407, rs17421627

cardiac malformation, rs12521522,
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Giris

Down Sendromu veya Trizomi 21 insanda mental
retardasyonun en fazla karsilasilan genetik nedeni olup
ayni zamanda en fazla goérilen kromozomal hastalik
olup, 1/600~1/1000 dogumda bir goéralir (1-2). Fenotipik
ozellikleri ve iligkili sistemik patolojiler sayesinde kolay
bir sekilde taninabilmekle beraber hastalar arasinda
cesitli klinik varyasyonlar s6z konusudur. Tipik dismorfik
yuz gérinumd, el ayasinda simian ¢izgisi, 1. ve 2. ayak
parmak arasindaki mesafede artis, mental retardasyon,
hipotoni gibi karakteristik bulgularin yani sira konjenital
kalp hastaliklari  (KKH), duodenal atrezi/stenoz,
Hirschsprung, sagirlik, konusma bozuklugu, immin
yetersizlik, katarakt, atlanto-aksiyel eklem instabilitesi
gibi durumlar ise Down Sendromlu olgularinda en sik
gorilen fenotipik 6zelliklerdir (3). Ayrica akut myeloid
I6semi (AML), gluten duyarli enteropati gelisme riski de
saglikli gocuklara oranla daha yiksektir (4-5).

Kas farkllasmasinda ve kardiyovaskuler
fonksiyonlar sirasinda Miyosit arttirici faktor 2 (MEF 2)
ailesi tyelerinin iligkisi oldugu tespit edilmis olup, MEF2C
genin ise, kalp morfolojilerinde ve damar gelisiminde rol
oynadidi belirtilmigtir (6). Transkripsiyon faktorlerinin
Mef2 ailesi kalp dahilinde uzun zamandan beri, kardiyak
alfa-aktin ve agir alfa-miyosin zinciri de dahil olmak
Uzere, miyokard olarak ifade edilen genlerin
dizenlenmesi ile iligkilendirilmistir (7). Ayni zamanda
noéron ve kortikal gelisiminde rol aldigi belirtiimistir (8).
Myosit artirici faktéor 2C (MEF2C) geni MADS gen
ailesinin MEF2 alt ailesine Uye olan MEF2C, beynin
yuksek duzeylerinde ifade edilen néronlarin gelisimiyle
iliskilendirilmistir (9). MEF2C temel sarmal-dongi sarmal
proteinleriyle baglanmakta olup beyinde sinirsel kararlilik
ve ya farkllasmadan sorumludur. MEF2C 5q14.3
bolgesinde lokalizedir. MEF2’e ait MEF2C bant uzunlugu
200,723 kilobazdir. Kodlanan protein 51.221 kiloDalton,
tahmin edilen molekiler agirhga ise 473 amino aside
sahip bir transkripsiyon faktéradir (10). MEF2C
transkripsiyon  faktori, myelinizasyon ve kardiyak
gelisimiyle ilgili olup bu durum konuyla ilgili yapilan
calismalarda, bu genin anormal calismasi &nemli
psikomotor gerileme, anormal motor hareketleri,
konusma vyoklugu, otistik davraniglar Uzerinde efkili
oldugu bildirilmistir (11). MEF2C ile ilgili olarak kemik
mineral yogunlugu Uzerine yapilan g¢alismalarda farkh
sonuglar elde edilmistir (12, 13). Ayrica Tip 2 Diyabetin
olusmasinda etkili olabilecegi , kalp dokularinda sodyum
ile MEF2C gen ekspresyon degisiminin oldugu gdsteren
calismalar yapilmistir (14, 15). Fakat kan basinci ve

arteriyel sertligin Uzerindeki herhangi bir etkisinin
olmadigini bildiren caismalar yapilmistir (16).
Bu c¢alismada, Down Sendromlu olan ve

beraberinde kardiyak anomalisi bulunan ¢ocuklarda
MEF2C gen polimorfizmlerinin arastinimasi ve Down
sendromu olan c¢ocuklarda kardiyak malformasyonda
olasi roliinu arastirmayi amaglandi.

Gereg ve Yontem

Bu galisma Anadolu Universitesi bilimsel arastirma
projeleri komisyonu (proje no: 1406F320) tarafindan
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desteklenmis olup ve c¢alismanin etik onayr Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar etik kurulu
(24.06.2014 toplanti sayisi: 13, karar sayisi: 1)
tarafindan alinmistir. Orneklem biiyUkIiginin tespiti igin
¢alisma Oncesi uygulanan power gig¢ analizi; MEF2C
gen polimorfizminin  patogenezdeki roli agisindan
degisikligi, %90 guc ile belirleyebilmek icin en az 19
olgunun calismaya alinmasinin yeterli olacagini gésterdi
(2=0.05, $=0.1). Calisma buyukliguni toplam 40 olguyu
dogru tani ve taniyr engelleyen nedenler yoninden
degerlendirdik. Prospektif olarak tasarlanan
calismamizda Firat Universitesi Tip Fakiltesi Cocuk
Kardiyoloji Ana Bilim Dali Klinigi ve Poliklinigi'ne
basvuran 100 Down sendromlu ¢ocuk hasta ve 100
saghkl c¢ocuk kontrol grubu alinip, ilgili mutasyon
bolgelerin primerleri dizayn yaptirilarak, Real Time PCR
(gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu) yontemi ile
ilgili  gen bolgelerinde belirlenen  polimorfizmler
arastirlmistir. Calisma grubu bireylerinden EDTA’I
tiplere 2 cc kan alinip, Tibbi Genetik Laboratuvarinda,
DNA izolasyon (PureLink™ genomik DNA kitleri) kiti ile
yapilmigtir. Calisma yapilana kadar hasta DNA’lari —20
°C’de saklanmigtir. Alinan Orneklerde SNP taramasi
(Tek Nokta Mutasyonu) uygun primer setleri ve problar
(AccuPower Dual Star gPCR PreMix (K-6100) Kkiti,
kullanildi) ile hedef bdlgeler gogaltilarak incelenmigtir
(Tablo1). Numune olarak hastalardan alinan ‘kan
ornekleri izolasyonu yapildiktan sonra elde edilen
DNA’larinin saflik ve miktar tayinleri Denovix Marka DS-
11+ Model Mikro Hacimli (Nanodrop) spektrofotometre
ile yapildi. Q-PCR amlifikasyonu igin kullanima hazir
master miksler ve analiz igin edilen DNA miktarlarinin
uygun oldugu kontrol edilmistir. Calismalarimizda
Bioneer Marka ExiCycler™-96 Model QPCR Cihazi,
Real Time PCR Cihazi kullanilarak c¢alisma her
asamasinda uygun donanimlarla kontrol edilmigtir.
Kullanilan Tagman problari, ilgili gen bdlgesi igin wild-tip
sekans grubu ve Gen mutasyon grubu kullanilarak,
genlerde ayni karakteristik 6zelligi kodlayan fakat farkh
kodlar tasidigi icin farkli &zelliklerin ortaya ¢ikmasini
saglayan genlerin ‘allel’leri’ belirlenmistir.

Veri analiz islemleri SPSS 22.0 (Chicago, USA)
paket istatistik yazilimi kullanilarak gerceklestirildi.
Sirekli degiskenlerin normal dagdihima uygunlugunun
tespiti icin  Kolmogorov-Smirnow ve Shapiro-Wilk
normallik analizi yapildi. Normal dagilima uyan surekli
degdiskenlerin analizinde Student’'s t testleri kullanildi.
Kategorik verilerin analizinde ise “ki-kare testi” kullanildi.
Sayisal veriler ortalamatstandart sapma olarak,
kategorik veriler % olarak ifade edildi. istatistiksel
karsilastirmalarda P<0.05 de@eri anlaml olarak kabul
edildi.

Bulgular

Bu calismada Down Sendromlu olgularin 58’ kiz
iken 42’si erkekdir. Ayrica saglikh kontrol grubunun 52’si
kiz cinsiyette olup 48'i erkektir. Hastalarin yas ortalamasi
3.1943.79 idi ve hasta grubu ile kontrol grubu arasinda
yas, boy, agirhk ve anne vyasi bakimindan fark
saptanmadi (Tablo 2). Bu calismada alinan Down
sendromlu olan ve beraberinde kalp hastaligi bulunan
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olgularin %18'inde ventrikliler septal defekt (VSD),
%18'inde atriyal septal defekt (ASD), %11’inde patent
duktus arteriozus (PDA), 7’sinde atrioventrikiler septal
defekt (AVDS), %19’unda ise birden fazla kalp defekti
olup %27’'sinde ise herhangi bir kalp defektine
rastlanmadi.

Tablo 1. Hedef SNP listesi

SNP TCTGTGATGATCAATGCATTCTGTT[C/G]TATAT
IDrs770189 CTTCCCTGTTTAATTCAGTA
SNP TCAGAATAATGAGTTACAAAGAAGA[C/G]ACATA
IDrs4521516 AATCGAAAAACTGAAAGTGT

SNP CTTGAAATTAAGCGTGGGTTCTATT[C/TITGGAA
IDrs11951031 CAGTGAAATGTCTGGACTGG

SNP TTTTTTTCACTAGGTCTGAAAGAGA[A/T]ITCCAG
IDrs12521522 ATACTTCTTGATTAACAAGT

SNP AATTCACTAGGTGCAGCATTAACCCIA/G]AGAA
IDrs17560407 GAATATACAGCATGTGGAATG

SNP CTGAAGATTTGATGTGAAGATGGTA[G/T]GACA
IDrs17421627 GGCTTGGCTTCTCCCGATGCA
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Bu galismada rs770189, rs4521516 ve rs17560407
alleleri karsilastirildiginda hasta ve kontrol grubu
arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi (Tablo 3), fakat
rs11951031, rs12521522 ve rs17421627 gen bolgelerine
ait allellerinin gruplarn arasinda istatistiksel acgidan
anlamli farkliik oldugu belirlendi (Tablo 4). Down
sendromumlu olup kalp defekti olanlar ile EKO’su normal
olan hastalarin kargilagtirilmasi sonucu herhangi bir
anlamlilik tespit edilmemistir (Tablo 5).

Tablo 2. Calisma gruplarina ait temel veriler

Hasta Kontrol p*
N (K/E) 100 (58/42) 100 (52/48)  >0.05
Yas (/ay+SD) 3.19£3.79 6.4315.27 >0.05
Agirlik (kg+SD) 15.58+11.52  27.07+18.04  >0.05
Boy (cm1SD) 69.09+25.77  107.36:28.77  >0.05
Anne Yasi (/yil+SD)  36.86+6.67 34.52+5.76 >0.05

P* Student’s t testleri

Tablo 3. Hasta ve kontrol grubunun rs770189, rs4521516, rs17560407 gen polimorfizmleri genotip ve alel dagilimlari

Hasta

Kontrol

Genotype X2 p*

Allele (n, %) (n, %)

GG 77 (0.770) 85 (0.850)

GC 20 (0.200) 10 (0.100)
770185 cc 3 (0.030) 5 (0.050) 4.228 0.121

G 174 (0.870) 180 (0.900) 0584 0347

c 26 (0.430) 20 (0.100) : :

GG 71(0.710) 78 (0.780)

GC 20 (0.200) 15 (0.150) 1.203 0.524
rs4521516 cc 9 (0.090) 7 (0.070)

G 162 (0.810) 171 (0.855)

c 38 (0.190) 29 (0.145) 1.452 0228

AA 68 (0.680) 75 (0.750)

AG 26 (0.260) 15 (0.150) 4.204 0.117
rs17560407 GG 6 (0.060) 10 (0.100)

A 162 (0.810) 165 (0.825)

G 38 (0.190) 35 (0.175) 0.150 0.697

P* = Ki-kare testi GG= Allelde meydana gelen baz degisimi yok, GC=Heterozigot tasiyicilik, CC= Homozigot mutant

Tablo 4. Gruplarin rs11951031, rs12521522 ve rs17421627 gen polimorfizmleri genotip ve alel dagilimlari

Senotype Patient (n=100)  Control (n=100) G p

cc 68 (0.680) 40 (0.400)

cT 17 (0.170) 42 (0.420) 16125 0.001
rs11951031 T 15 (0.150) 18 (0.180)

C 153 (0.765) 122 (0.610)

T 47 (0.235) 78 (0.390) 11182 0.001

T 38 (0.380) 64 (0.640)

TA 44 (0.440) 31 (0.310) 16.229 0.0001
1512521522 AA 18 (0.180) 5 (0.050)

T 120 (0.600) 159 (0.795)

A 80 (0.400) 41 (0.205) 18.021 0.001

GG 68 (0.680) 69 (0.690)

GT 17 (.170) 28 (0.280) 10.696 0.005
(517421627 7 15 (0.150) 3 (0.030)

G 153 (0.765) 166 (0.830)

T 47 (0.235) 34 (0.170) 2.616 0.105

P* = Ki-kare testi, GG= Allelde meydana gelen baz degisimi yok, GT=Heterozigot tasiyicilik, TT= Homozigot mutant
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Tablo 5. Ekokardiyografide patoloji varligina gore rs’lerin allelinin kargilastiriimasi
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rs770189 Wild Heterozigot Mutant Toplam X P
ok N 21 6 0 27
Patoloji y % 77.8 22.2 0.0 100.0
varligi N 56 14 3 73
var % 76.7 19.2 4.1 100.0 1.204 0548
Toolam N 77 20 3 100
P % 77.0 20.0 3.0 100.0
2
rs4521516 Wild Heterozigot Mutant Toplam X P
o« N 19 7 1 27
Patoloji y % 70.4 25.9 3.7 100.0
varligi N 52 13 8 73
var- g 71.2 17.8 11.0 100.0 1.804 0.406
Toolam N 71 20 9 100
P % 71.0 20.0 9.0 100.0
2
rs11951031 wild Heterozigot Mutant Toplam X P
ok N 19 5 3 27
Patoloji y % 704 18.5 11.1 100.0
varligi N 49 12 12 73
var % 67.1 16.4 16.4 100.0 0.454 0.797
Toolam N 68 17 15 100
P % 68.0 17.0 15.0 100.0
2
rs12621522 Wild Heterozigot Mutant Toplam X P
o« N 10 12 5 27
Patoloji y % 37.0 44.4 18.5 100.0
varligi N 28 32 13 73
var g 38.4 43.8 17.8 100.0 0016 0992
N 38 44 18 100
Toplam % 38.0 44.0 18.0 100.0
2
rs17560407 Wild Heterozigot Mutant Toplam X P
" N 19 7 1 27
Patoloji varlii yo % 70.4 25.9 3.7 100.0
N 49 19 5 73
var % 67.1 26.0 6.8 100.0 03% 0837
Toolam N 68 26 6 100
P % 68.0 26.0 6.0 100.0
2
rs17421627 wild Heterozigot Mutant Toplam X P
ok n 19 5 3 27
Patoloji y % 704 18.5 11.1 100.0
Varligi n 49 12 12 73
var g 671 16.4 16.4 100.0 0.454 0.797
Toplam n 68 17 15 100
%  68.0 17.0 15.0 100.0
P* = Ki-kare testi
Tartisma Yapilan c¢alismalar ile bu c¢alismanin verilerini

Down Sendromu, dismorfik yiliz 6zellikleri ve farkli
Ozel fenotipi ile kolay taninabilir olmasina kargin taninin
olgularin tamaminda konulamadigi, bu sebepten &turl
de kesin tani igin kromozom analizinin gerekli oldugu
bildirilmistir (17-19). 21. Kromozom Uuzerinde bulunan
genlerin trizomisinin, gen-dozaj etkisi sebebiyle asir
ekspresyonlarinin  dokularin gelisimi, matlrasyon ve
yaslanmalari Uzerinde farkh etkilere yol actigr ileri
surllmektedir (4, 20). Bunun yani sira 21. kromozom
Uzerinde bulunmayan bazi gen polimorfizmlerininde
sendromun ¢esitli 6zelliklerinin ortaya g¢ikmasina ve
kliniginde etkili olabilecegdi gosterilmistir (21). Ocakh (22),
yapmis oldugu calismada Down Sendromlu olgularin
ortalama anne yasini 28.91+4.8 olarak tespit etmistir.
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kiyaslarsak aralarinda herhangi bir farkin bulunmadigi
gOrulmustar.

Down  Sendromunda  karakteristik  fenotipik
Ozelliklerin yani sira konjenital kalp hastaliklari da sik
gorulmektedir (3). Down Sendromlu hastalarda en sik
gorilen temel malformasyon konjenital kalp hastalig
olup gorilme sikhidr %30-60 oldugu bildiriimektedir (23-
26). Konjenital kalp hastaliklarini gérulme sikligi yapilan
calismalarda farkli oranlarda bildirilmistir. Freman ve ark.
yaptiklari Down Sendromlu hastalari iceren
calismasinda KKH olan Down Sendromlu olgularda %45
oraninda AVDS, %35 oraninda VSD, %8 oraninda izole
ASD, %7 oraninda izole PDA oldugunu bildirmistir (27).
Ayrica Rubens Figueroa ve ark. (28) yaptiklar
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calismada saptanan olgularin  %24’inde  ASD,
%22’sinde VSD, %21’inde PDA ve %8.7’sinde de AVSD
gorildigini bildirmistir. iki calismada da oranlari farkli
olmakla birlikte en sik goérilen KKH olarak ASD rapor
edilmigtir. Fakat Abbag ve ark. larinin yayinladig
makalede ensik gorulen KKH olarak %33.3 oranla VSD
oldugu bildirilmistir. Ayni calismada diger KKH ise
%22.8'inde AVSD, %21.1inde ASD, %14’linde PDA,
%5.3’linde de fallot tetralojisi (TOF) olarak siralanmistir
(29). MEF2C Uzerine yapilan bir ¢ok calismalarda farkh
sonuglar elde edilmistir (12-16, 30) Fakat litearirde
Down sendromlu hastalarda MEF2C gen bélgelerini
kapsayan rs gen polimorfizm iligkisinin incelendigi
c¢alisma bulunamamistir. Bu ¢alismada Down sendromlu
olup ayni zamanda kardiyak malformasyonu olan
hastalar ile down sendromlu olup kardiyak
malformasyonu olmayan hastalarin karsilastiriimasi
sonucu MEF2C’nin herhangi bir etksinin olmadidi tespit
edildi.

Down sendromu konjentinal kalp hastaligi olanlar
ile saglikh kontrol grubunun karsilastinimasinda ise elde
edilen sonuglar da MEF2C Uzerindeki gen bdlgelerinden
rs770189, rs4521516 ve rs17560407 gruplar arasinda
anlamli  fark tespit edilemez iken rs11951031,
rs12521522 ve rs17421627 gen Dbolgelerine ait
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