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ABSTRACT

Total of 124 individuals originated from Slovak Republic has been nutrignomically analysed. Analysis was focused to
mutation C677T of MTHFR gene detection and analysis of mutant genotypes frequency. Observed frequency of allele 677C
was 0.6998 and allelic frequency of mutant variant 677T was 0.3992. Genotype frequency of mutant heterozygotes with
71% activity of MTHFR enzyme was 0,391 and mutant homozygotes with 33% MTHFR enzyme activity was 0.153. Result
shows 64% of Slovak has decreased activity of enzyme MTHFR, and 14.3% of Slovak has predisposition to cancer, cardio
vascular diseases, loss of fertility and many others complications according to improper nutrition, low folic acid and B12

vitamin intake.
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UvoD

Nutrigenomika je pomerne novy vedny odbor Studujici
vztahy medzi genomom, stravou a zdravim jedinca.
Jednym z postupov je nutrigenetickd analyza zamerand na
§tadium vztahov jednotlivych foriem génov a ich vplyvu
na zdravie pri ré6znych sposoboch stravovania.

Obrazok 1 Pocitacova simulacie proteinovej Struktiry
enzymu MTHFR (Rao et al., 2010)

Najznamej$im génom s jasnym a dokdzanym vztahom
k spoésobu stravovania je gén kodujuci enzym 5,10
metyléntetrahydrofolat reduktdza nazyvany aj MTHFR
(Obrazok 1). Prva informacia otomto enzyme bola
publikovand zaciatkom devatdesiatych rokov, kedy bol
pozorovany vztah medzi MTHFR a zvySenou hladinou
homocisteininu v mo¢i (Harpey et al, 1981). Gén
kédujuci tento enzym bol sekvenovany na zaklade
primerov odvodenych od proteinového poradia enzymu
pozorovaného u oSipanych, pricom bol okamzite
pozorovany polymorfizmus (Goyette et al., 1994).
V stcasnosti je na strankach NCBI evidovanych 33
jednobodovych mutécii, z ktorych niektoré dokdzu zmenit’
aktivitu enzymu. NajznamejSou z detegovanych mutacii je
zamena cytozinu za tymin na pozicii 677 evidovana pod
¢islom rs1801133. Od prvého publikovania a asociacie
tejto mutécie s termolabilitou enzgymu MTHFR (Frosst et
al., 1995) bol analyzovany jej vztah k mnohym

komplikacidm s plodnostou a ochoreniam ako je leukémia
(Skibola et al., 1999; Kamel et al., 2007; Sood et al.,
2010), rakovina hrubého ¢reva (Ma et al., 1997; Levine et
al., 2010; WU et al., 2010), schizofrénia (Roffman et al.,
2007; Roffman et al., 2008) a mnohym inym. Mutacia
sposobuje u heterozygotov (CT) pokles aktivity enzymu
MTHFR na 71% aujedincov Soboma mutovanymi
alelami (TT) pokles aktivity na uroven 33% oproti
nemutovanému genotypu (CC) (Saffroy et al., 2008).
Znizena aktivita enzymu zniZuje USpeSnost spracovania
kyseliny listovej z potravy. U jedincov s mutaciou (TT) sa
pri nedostato¢nom prijme kyseliny listovej a vitaminu B12
naru$i okrem syntézy DNA aj proces tvorby metioninu
astym suvisiaca metylicia DNA (Obrazok 2). Proces
syntézy DNA je nevyhnuty pri deleni bunky a opravnych
mechanizmoch ajeho naruSenie vedie k destabilizacii
DNA anaslednému riziku chromozoémovych aberacii
(Saffroy et al., 2004). Nedostato¢na metylacia sposobena
nedostatkom  kyseliny listovej a znizenou aktivitiou
MTHFR moze viest k nespravnej proliferacii buniek
a poskodeniu opravnych mechanizmov a apoptdzy (Jones,
2001; Friedrich et al., 2004).
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Obrazok 2 Spracovanie kyseliny listovej a funkcia
MTHFR (Skibola et al., 1999)

Cielom predkladanej prace je nutrigenomickd analyza
alelovych variant génu kodujiceho enzym MTHFR na
Slovensku, S naslednym vypoctom alelovych
a genotypovych frekvencii.
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MATERIAL A METODY
Do nutrigenomickej analyzy bolo zaradenych 124
dobrovolnikov  pochddzajucich  zréznych regiénov

Slovenska vo veku od 16 do 72 rokov. Za tucelom
genetickej analyzy bol pripraveny hruby bunkovy lyzat
odobraty z bukalnej sliznice, ktory bol pouzity v objeme
2 pl do PCR reakcie. Samotna PCR reakcia prebichala
vobjeme 30 ul spouZitim nasledovanych finalnych
koncentracii jednotlivych zloziek: 1x GoTaq® pufor,
1,5 nmol. pI* MgCl,, 0,2 nmol. ul™ dNTPs, 0,5 pmol. pl™
primerov (Skibola et al., 1999) a 0,5 jednotiek GoTaq®
Hotstart polymerazy. Reakcia prebehla v cykléri MJ Mini
suvodnou denaturaciou pri 94°C po dobu 5 mintt.
Naslednych 40 cyklov prebiehalo s 30 sekundovou
denaturaciou pri 94°C, nasadanim primerov pri 62°C po
dobu 30 sekund a elongaénym krokom pri teplote 72°C po
dobu 30 sekund. Findlne predlzovanie usekov DNA
prebehlo pri teplote 71°C po dobu 7 minut. Z celkovej
reakcie bolo odobratych 10 ul PCR produktov, ktoré boli
nanesené na gél za uCelom preukdzania Specifickej
amplifikacie génu MTHFR. Po uspesnom monitoringu
bolo 10 ul PCR produktov Stiepenych pomocou restrikénej
endonukledazy FastDigest® Hinfl. Ziskany produkt bol
elektroforeticky separovany na 2% agarézovom géle pri
napéti 150 V po dobu 45 minut. Ziskané genotypy boli
Statisticky analyzované programom PowerMarker 3.25.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Analyzou PCR produktov 124 vzoriek l'udskej DNA sa
nam podarilo detegovat PCR produkt o dizke 198 bp. Po
pouziti restrikéného enzymu Hinfl sa PCR produkt
Vv pripade heterozygotného usporiadania alel rozdelil na
dve frakcie o velkosti 198 a 175 bp. Ak v sledovanom
géne nebola pritomna mutécia, enzym Hinfl nebol schopny
najst’ vizobné miesto a teda nebol schopny rozdelit PCR
produkt na dve frakcie. V pripade mutovaného
homozygota bola pozorovand len jedna frakcia
svelkostou 175 bp. Vzorka Slovenskej populacie
vykazovala frekvenciu nemutovanej alely 677C
s hodnotou 0,6008 a alely 677T 0,3992 (Tabulka 1). Na

Obrazok 3. Elektorforeticka separacia PCR produktov pred a po pouziti restrikéného enzymu Hinfl
PIR S -\ « ?v“' — = v R Ty 2 5 3 5 ‘ >
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h,&
homozygot, TT= mutovany homozygot

molelérny marker 100 bp, N = nestiepeny PCR product, CT= heterozygot, CC= nemutovany

zaklade alelovych frekvencii sa v populacii sformovali
genotypové kombinécie.

Tabulka 1 Alelova frekvencia foriem mutécie na pozicii
677 génu MTHFR

Alela Pocet Frekvencia
pozorovani (smer. odchylka)

677C 149 0,6008 (0,0307)

677T 99 0,3992 (0,0307)

Tabul’ka 2 Genotypova mutacie na pozicii 677 génu

MTHFR
Genotyp Pocet Frekvencia
pozorovani (smer. odchylka)
677CC 44 0.354 (0,03)
677CT 61 0.491 (0,03)
677TT 19 0.153 (0,03)

Zastupenie nemutovanych homozygotov v Slovenskej
populacii je 35,4%, heterozygotov 49,1% a jedincov
nesucich po oboch rodicoch mutovanu alelu pre enzym
MTHFR je 15,3%. NaSe vysledky st vysSie ako
v Kanadskej populécii v ktorej sa frekvencia vyskytu
genotypov  677TT pohybovala s frekvenciou 10%
(Weisberg et al., 1998). Nizsiu frekvenciu vyskytu
mdzeme pozorovat aj v Kaukazskej populécii, kde
11,04 % jedincov prezentuje tento genotyp (Almawi et al.,
2004) Nase vysledky boli rovnako vys$sie ako
v Ukrajinskej populacii, kde frekvencia genotypov 677TT
nepresiahla hodnotu 7,5% (Tatarskyy, Kucherenko, and
Livshits, 2010). Slovenskd populacia ma podobné
percento vyskytu genotypu 677TT ako Cinska populacia,
ktora bola ako kontrola zapojena do prieskumu rakoviny
zaludka (Shen et al., 2001).

ZAVER

Zistené vysledky poskytujii alarmujici fakt, ze 64%
Slovenskej populacie zaradenej do pozorovania ma
znizent aktivitu enzymu MTHFR na uroven 71%
apriblizne  15%  Slovenskej  populacie  dokaze
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metabolizovat’ kyselinu listovii len s 33% aktivitou
enzymu MTHFR. Znizeny prijem kyseliny listovej
sposobeny nizkym prijmom cerstvej zeleniny, ovocia
a potravin obsahujuch zivé bakteridlne kultary moéze
u64% Slovenskej populdcie viest k zvySeniu rizika
kardiovaskularnych ochoreni, rakoviny, zniZzeniu plodnosti
a k d’al$im ochoreniam stvisiacim s MTHFR a znizenym
prijmom kyseliny listove;j.
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