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Teoreticky uvod
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Folaty a methylentetrahydrofolat reduktaza

Folat je obecny termin pouzivany k oznaceni riznych chemickych forem ve vodé rozpustného vitaminu
B9 a jeho derivatll. V nékterych potravinach, jako jsou napfiklad citrusy, lusténiny, jatra, kvasnice
a listova zelenina, se prirozené vyskytuji folaty ve formé tzv. pteroylpolyglutamatd. Ty jsou ve stfevech
hydrolyzovany na pteroylmonoglutamaty, které pfechazeji do krevniho recisté a jsou konvertovany
na tetrahydrofoldt. Potravinové dopliiky a potraviny uméle obohacené o foldty obsahuji nejcastéji
kyselinu pteoryl-monoglutamovou, zndmou pod oznacenim kyselina listova. Ta musi byt nejprve
pomoci jaterniho enzymu dihydrofolat reduktdzy metabolizovdna na dihydrofoldt a az ndasledné
na tetrahydrofoldt. Metylaci tetrahydrofolatu pak vznikd 5,10-methylentetrahydrofolat, ktery je
zapojen do methioninového cyklu. Redukci této slouceniny pomoci klicového enzymu
methylentetrahydrofolat reduktazy (MTHFR) vznika aktivni forma foldtu, 5-methyltetrahydrofolat,
ktery slouzi v ndsledné reakci jako donor methylové skupiny, ktera je vyuZita pro remethylaci
homocysteinu a vznik esencialni aminokyseliny methioninu, viz Obrazek 1.

Onemocnéni asociovand s nedostatkem vitaminu B9 a enzymopatii MTHFR

V pfipadé nedostatku folatd muiZe dochazet k rozvoji vrozenych vyvojovych vad, kardiovaskularnich
chorob, recidivujici aftézni stomatitida, gingivitidy a zubniho kazu. Vyssi potfeba byva u Zen, které
uzivaji hormonalni antikoncepci.
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Obrazek 1: Zjednodusené schéma metabolizace pfirodnich a syntetickych folatd
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Folaty nejsme schopni sami syntetizovat a jsme tedy zavisli na jejich pfijmu z potravy. Pro dospélé osoby
se doporucuje 400 ug ekvivalentu folatu denné, pro téhotné Zeny az 600 pg. Typicka strava vétsSiny
evropskych zemi je vsak, co se tyée obsahu folat(, deficitni. Navic jejich vstfebatelnost ovliviiuje mnoho
faktorll, predevsSim zdlezi na formé folatu (syntetické folaty se vstiebavaji lépe neZ pfrirodni),
dlouhodobém uzivani nékterych Iékli a konzumaci alkoholu. Kromé toho jsou folaty termolabilni
a citlivé na svétlo. Situaci komplikuje také fakt, Ze néktefi jedinci maji problém s jejich metabolizaci.

Variabilita v genu pro MTHFR

Jednonukleotidovy polymorfizmus (SNP, single nucleotide polymorphism) je geneticka varianta, ktera
mlze byt zpUsobena zaménou (substituci) jednoho konkrétniho nukleotidu na uréitém misté
v genomu, a jeho vyskyt v dané populaci je 2 1 %. Existuji dva SNPs — C677T (rs1801133) a A1289C
(rs1801131) v genu kddujiciho enzym MTHFR. Protoze se oba SNPs nachazeji v tzv. kddujici oblasti DNA,
mohou mit mutace vliv na vysledny genovy produkt, tedy na samotny enzym MTHFR. Oba tyto SNPs
jsou spojeny se snhizenou enzymatickou aktivitou MTHFR, coZ negativné plsobi na preménu
homocysteinu. V téchto dvou konkrétnich pfipadech se jedna ozaménu cytosinu (plvodni alela)
za thymin (mutantni alela) na 677 pozici genu MTHFR (C677T) a zaménu adeninu (pUvodni alela)
za cytosin (mutantni alela) na 1298 pozici genu MTHFR (A1298C). Mutantni alela mlZe vzniknout bud’
,de novo“ nebo ji mGzZeme zdédit od svych rodicd.

Kazdy gen je v diploidni burice vyjadien dvéma alelami (konkrétni forma genu), které dohromady tvofri
genotyp. Nositeldm stejnych alel fikdme homozygoti, nositelé rliznych alel jsou oznacovani jako
heterozygoti. U homozygotll CC (v pfipadé polymorfizmu C677T) a AA (v pripadé polymorfizmu
A1298C) zlstava enzymova aktivita MTHFR nezménéna. V pfipadé heterozygotu, tedy jedinct, ktefi
maji jednu alelu mutantni, je enzymova aktivita MTHFR snizena. Homozygoti s obéma mutantnimi
alelami, tedy s genotypem TT (v pfipadé polymorfizmu C677T) nebo genotypem CC (v pfipadé
polymorfizmu A1298C) mivaji aktivitu tohoto enzymu redukovanou az o 70 %, viz Obrazek 2. Navic maiji
oba polymorfizmy na vysledny fenotyp aditivni efekt. To znamena, Ze jedinec s kombinaci genotyp TT

(C677T) a CC (A1298C), tedy haplogenotypem TTCC, ma aktivitu enzymu MTHFR nejnizsi.
rs1801133 (C677T) rs1801131 (A1289C)
G a G C G G c G n G c G G c
1 1 t t
=  w—] (] —
WILD-TYPE ALELA MUTANTNI ALELA WILD-TYPE ALELA MUTANTNI ALELA
HOMOZYGOT VIC HETEROZYGOT HOMOZYGOT FAM HOMOZYGOT VIC HETEROZYGOT HOMOZYGOT FAM

worr €€ €T TT AA AC cgc
w1009 4 W 100% | U

Obrazek 2: Polymorfizmy v genu pro methylentetrahydrofolat reduktazu (MTHFR C677T, A1298C)
a jejich vliv na aktivitu enzymu MTHFR; 100 %, nezménéna funkce enzymu MTHFR; {,, mirné snizena
aktivita enzymu MTHFR; . { , velmi sniZzena aktivita enzymu MTHFR
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Potfebny material

- reagencie: FastStart Essential DNA Probes Master (komeréni MasterMix), TagMan® SNP
Genotyping Assays (rs1801131, rs1801133), PCR grade voda

- spotfebni materidl: 2x 1,5 ml zkumavka, 2 bilé stripy, 2 vicka ke striplim, stojanek na zkumavky

a stripy, pipety a Spicky (10 pl, 100 pl), kos, filtracni papir na stdl
- pristroje: spincentrifuga, vortex, LightCycler 480

- vzorek DNA z bukalniho stéru, 3 pozitivni kontroly (tzn. homozygot VIC, homozygot FAM

a heterozygot) pro oba polymorfizmy

Postup pro praci v laboratofi

1) Vypocet objem( reagencii

Tabulka 1: Reakéni smés pro polymorfizmus rs1801131

. Finalni Mnozstvi Mnoizstvi
Reagencie - rs1801131 koncentrace 1 reakce 9 reakce
FastStart Essential DNA Probes Master
(MasterMix) 1x >ul
PCR grade voda - 3,8 ul
TagMan® SNP Genotyping Assays
(rsf801131) * YPRE 1x 0.2ul
Namichany MasterMix - 9 ul
DNA vzorek = 1 ul -
Celkovy objem = 10 ul =
Tabulka 2: Reakéni smés pro polymorfizmus rs1801133
. Finalni Mnozstvi Mnozstvi
Reagencie - rs1801133 koncentrace 1 reakce 9 reakce
FastStart Essential DNA Probes Master
(MasterMix) 1x >ul
PCR grade voda - 3,8 ul
TagMan® SNP Genotyping Assays
(rsfsonss) * YPRE R Ix 0.2 ul
Namichany MasterMix - 9 ul
DNA vzorek = 1ul -
Celkovy objem - 10 ul =

*reagencie jiz obsahuje DNA polymerazu, forward i reverse primery i dvé specifické sondy (jednu
s pfitomnosti jednonukleotidové zamény a druhou bez této zameény; obé sondy jsou znaceny specifickym

fluoroforem)
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Tabulka 3: Schéma rozloZeni vzorkd (VZ), pozitivnich (PC) a negativnich kontrol (NC) ve dvou stripech

2)
1.

PN WU

10.
11.
12.
13.

14.

1. strip | 2. strip
Cislo Vaseho vzorku vZ.1 | vZ_1
A VZ_1 VZ_1
B VZ.1 | vzZ.1
C PC_1 | PC1
Oznaceni D PC_2 PC 2
jamek E PC 3 | PC_3
F NC_1 | NC_1
G NC_2 | NC_2
H NC_3 NC 3 |
Posledni dvojcisli polymorfizmu 31 33

Priprava reakcni smeési a PCR

Popiste si dvé 1,5 ml zkumavky pro pripravu reakénich smési, jednu pro polymorfizmus
rs1801131 a druhou pro polymorfizmus rs1801133 (na vicko napsat MM a posledni dvojcisli
polymorfizmu, tzn. 31 nebo 33).

Popiste si horni ¢ast bilého stripu dle vaseho identifikacniho Cisla (stejné jako na Vasem vzorku
bukalniho stéru) a dolni ¢ast bilého stripu poslednim dvojcislim rs Cisla (tzn. na prvnim stripu
bude 31, na druhém 32) tak, aby bylo mozné rozlisit, ve které zkumavce je rs1801131 reak¢ni
smés a ve které je rs1801133 reakcni smés, viz Tabulka 3.

Pfipravte si reakéni smés pro amplifikaci genu pro rs1801131 do 1,5 ml zkumavky. Napipetujte
dle Tabulky 1: FastStart Essential DNA Probes Master, PCR grade vodu a TagMan® SNP
Genotyping Assays (rs1801131).

Pozndmka: VZdy se postupuje v pipetovdni od reagencie s nejvétsim objemem.

Pfipravte si reakéni smés pro amplifikaci genu pro rs1801133 do 1,5 ml zkumavky. Napipetujte
dle Tabulky 2: FastStart Essential DNA Probes Master, PCR grade vodu a TagMan® SNP
Genotyping Assays (rs1801133).

Pozndmka: VZdy se postupuje v pipetovdni od reagencie s nejvétsim objemem.

Roztoky v obou zkumavkach lehce promichejte na vortexu.

Zkumavky po promichani na vortexu bleskoveé stocte na spincentrifuze.

Z takto pripravené smési pro rs1801131 preneste 9 ul do kazdé jamky 1. stripu (popsany 31).
Stejné postupujte u pfipravené smési pro rs1801133, kdy opét prenesete 9 pl do kazdé jamky
2. stripu (popsany 33).

Nachystejte si prvni strip a do jamek A a B pfidejte 1 ul Vasi DNA, do jamek C, D a E pfidejte 3
rtzné pozitivni kontroly (opét po 1 pl) a do jamek F, G a H napipetujte po 1 pul PCR-grade vody
(slouzi jako negativni kontrola).

Stejné opakujte u 2. stripu.

Stripy dikladné uzavrete prihlednymi vicky.

Jemné promichejte na vortexu a stocte po dobu alespon 30 sekund.

Stripy vlozte do LightCycler 480 a zapnéte vhodny program s nasledujicim programem, viz
Tabulka 4.

Po dokonceni programu stripy z pfistroje vyjméte a vyhodte, vypnéte pfistroj a uklidte
pracovni misto.
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Tabulka 4: Program pro stanoveni polymorfizm rs1801131 a rs1801133 na pfistroji LightCycyler

Krok Teplota Cas Cykly
Preinkubace 95 °C 10 min 1x
Dvoukrokova 95°C 15s 40x
amplifikace 60 °C 30s

, 37°C 30 1x
Chiazen 4°C Hold 1

3) Uklid
a. Sacek s biologickym odpadem zalepte a vyhodte do koSe urceného na biologicky
odpad. Dejte novy sacek.
Pipety otiete ethanolem.
Pracovni plochu otfete ethanolem. Pokud je Spinavy filtracni papir, vyménte je;j.
d. Vypnéte pfistroje (vortex, centrifugu).

o T

Vyhodnoceni

Tabulka 5: Jednotlivé haplogenotypy MTHFR vzniklé kombinaci genotypl obou SNPs

SNP A1298T A1298T A1298T
genotyp AA genotyp AC genotyp CC
C677T CCAA CCAC CCcCC
genotyp CC | 100% aktivita MTHFR 80% 60%
Co677T CTAA CTAC CTCC
genotyp CT 65% 50% 30%
Ce77T TTAA TTAC TTCC
genotyp TT <30% <30% <10% aktivita MTHFR

Dle vysledkii gPCR vyhodnotte alely a genotypy pro oba polymorfizmy C677T (rs1801133) a A1289C
(rs1801131) v genu MTHFR. Nasledné vytvofte dle Tabulky 1 Vas haplogenotyp a okomentujte, co
jste se na zakladé vysledku dozvédéli o funkci Vaseho jaterniho enzymu MTHFR.

1. C677T (rs1801133) — genotyp 1
Alela 1: (vyberte: pivodni/mutantni)
Alela 2: (vyberte: pivodni/mutantni)
Genotyp (vytvorite kombinaci alely 1 a 2):
Funkce MTHFR (vyberte):  snizend/nezménéna/zvysend

2. A1289C (rs1801131) — genotyp 2
Alela 1: (vyberte: pavodni/mutantni)
Alela 2: (vyberte: pavodni/mutantni)
Genotyp (vytvofite kombinaci alely 1 a 2):
Funkce MTHFR (vyberte):  snizend/nezménénd/zvysend
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3. Haplogenotyp
Haplogenotyp vytvofite kombinaci genotypu 1 a 2:
Aktivita enzymu MTHFR (vyjadrete v % dle Tabulky 5):
Okomentujte vysledek:
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Protokol k vyplnéni

1.

Vyberte spravné tvrzeni o jednonukleotidovém polymorfizmu.

a. Jednd se o genovou variantu, kterou oznacujeme zkratkou SNP a ktera se v dané populaci
objevuje <1 %.

b. Jedna se o zménu v konkrétnim misté genomu, tzv. inverzi.
Jednd se o jednonukleotidovou zdménu na konkrétnim misté v genomu, jejiz ¢etnost
v dané populaci je 2 1 %.

K ¢emu slouzi methylentetrahydrofolat reduktaza?

a. Jednd se o transportni protein, ktery prenasi folat do jater.

b. Jedna se o jaterni enzym, ktery redukuje 5,10-methylentetrahydrofoldt na 5-
methyltetrahydrofolat.

c. Jednd se o jaterni enzym, ktery inaktivuje 5,10-methylentetrahydrofolat.
Z4adna odpovéd neni spravna.

Jak nazyvame jedince, ktery je nositelem jedna variantni a druhé plivodni alely?
a. Heterozygot.

b. Homozygot.

c. Zadna odpovéd neni spravna.

Co muze zpUsobit nedostatek folatd v organismu?
a. Anémii.

b. Zvyseni rizika kardiovaskularnich chorob.

c. Zvysenirizika vrozené vyvojové vady plodu.

d. VSechny odpovédi jsou spravné.

Vyberte spravné tvrzeni.

a. Haplogenotyp se stanovuje pouze u genu MTHFR.

b. Haplogenotyp se stanovi jako kombinace alesponn dvou genotypl a muiZe mit vétsi
vypovidajici hodnotu neZ samotny genotyp pro urceni predikovaného fenotypu.

c. Genotyp se stanovi jako kombinace alespon dvou alel a ma vétsi vypovidajici hodnotu nez
samotny haplogenotyp.
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