Laboratérne cvi€enia z Nutrigenomiky

Velmi dynamicky az unahleny vyvoj poslednych rokov v oblasti genetiky a
pribuznych odborov na jednej strane otvara nemyslitelné perspektivy zakladného i
klinického vyskumu, na druhej strane so sebou nesie riziko prili§ jednostranného,
"genocentrického" nazerania na patogenézu ludskych ochoreni a biologickych
pochodov vSeobecne. Pre nutnost komplexnejSieho pohladu pritom svedCi aj
aktualne nastup pandémie obezity a ostatnych tzv. civilizacnych chordb. Ten nastal v
relativne kratkom obdobi, v ktorom nemozno predpokladat vyznamnejSie zmeny
ludského gendmu na globalnej urovni. Pri€¢inu mozno teda pravdepodobne hfadat’ v
interakcii gendmu a prostredia, kde prostredim chapeme predovSetkym Zivotny Styl a
jeho dramaticku premenu v priebehu minulého storo€ia, zahfhajucu kvantitativne i
kvalitativne posuny v ramci fyzickej aktivity, stresu a v neposlednom rade diéty.
Empiricky je dobre zname, Ze ako mnozstvo, tak zlozenie stravy vyznamne
ovplyvriuje nastup, priebeh i lie€bu prakticky vSetkych ochoreni. Na rozdiel od cielene
podavanych definovanych davok farmaceutik znameho zlozenia a vacsinou aj so
znamymi ciefovymi Strukturami a mechanizmami ich ucinku, potravou dlhodobo
prijimame heterogénnu zmes mnohokrat biologicky aktivnych latok. Niektoré z nich
su priamymi ligandmi receptorov ovplyvnujucich transkripciu rady génov. NavysSe sa
ukazuje, Zze nezanedbatelny je uz vplyv diéty matky v priebehu tehotenstva, ktora
podobne ako napriklad fajCenie epigenetickym mechanizmom "metabolického
programovania "nastavuje homeostazu systémov vyvijajuceho sa plodu. Vdaka
rozvoju metdéd molekularnej genetiky a bioinformatiky je mozné teraz koncipovat
integrativne pristupy v ramci Stuadia prevalentcie chordb ako su metabolické
syndromy a zhrnut' tak pévodne protikladné principy do jednotného nového odboru s

nazvom nutricna genomika (angl. nutritional genomics, nutrigenomics).

Nutricna genomika a jej definicia

Hoci je vSeobecne prijimany fakt, Ze bezna strava obsahuje mnozstvo bioaktivnych
latok, ktoré mbzu prostrednictvom receptorov spustat ¢i modulovat transkripciu
ciefovych génov, alebo priamo spdsobit zmenu chromatinovych Struktar, nie je tato
skutoCnost Casto reflektovana v dizajne a interpretacii genetickych a
epidemiologickych Studii. ZjednoduSene povedane, Studie sledujuce désledky



podavania urcitého typu diéty Casto skreslia mozny efekt genetickej variability vo
vnutri skumanej skupiny, naproti tomu genetické Studie hodnotiace vplyv
kandidatneho polymorfizmu na sledovany znak (krvny tlak, obezitu) nezahffiaju
odliSnu expoziciu zlozkam diéty, ktora mbéze zasadne ovplyvnit' vyslednu asociaciu.
Tuto medzeru chce prave nutricna genetika vyplnit. V urCitej paralele k
farmakogenomike teda nutricna genomika skuma ako chemickeé latky obsiahnuté v
beznej potrave ovplyviuju rovnovahu medzi zdravim a chorobou cez interakciu s
genémom jedinca. Vychadza pritom z niekolkych zakladnych predpokladov:

1. Latky obsiahnuté v potrave (mikro-i makronutrienty) p&sobia priamo alebo
nepriamo na ludsky gendm a menia tak jeho Strukturu alebo génovu expresiu.

2. Za urcitych okolnosti méze byt diéta u niektorych jedincov vyznamnym rizikovym
faktorom vzniku mnohych choréb.

3. Niektoré z cielovych génov, ktoré latky v potrave ovplyviuju hraju pravdepodobne
ulohu v nastupe, vyskyte, priebehu a zavaznosti niektorych chronickych chorob.

4. Miera vplyvu diéty na rovnovahu medzi stavom zdravia a choroby méze zavisiet
od konkrétne genetickej vybave jednotlivca.

5. Nutricna intervencia zaloZzena na znalosti ako konkrétneho nutricného stavu a
potrieb, tak genotypu (individualizovana vyziva) méze byt pouZzita na prevenciu,

zmiernenie alebo lie€enie chronickych choréb.

Nastroje nutricnej genomiky

Vznik samostatného odboru nutricnej genomiky bol podmieneny technologickymi
moznostami analyzy vplyvu prijimanej stravy na urovni celého gendmu, podobne ako
tomu bolo u pribuznych odborov farmakogenomiky a funk&nej genomiky. Jednym z
vyznamnych nastrojov nutricnej genomiky je expresné profilovanie génov -
transkriptomu napriklad pomocou expresnych cRNA alebo cDNA c¢ipov. Analogické
postupy boli vyvinuté pre sledovanie expresie na urovni proteinov (proteomu -
predovSetkym dvojrozmerna elektroforéza a rézne formy hmotnostnej spektrometrie)
a metabolitov (metabolomu). Profily expresie génov, proteinov a metabolitov v
odpovedi na danu zlozku stravy alebo nutricného reZimu su vnimané ako tzv. "diétne
signatury ", ktoré su dalej skumané na urovni Specifickych buniek, tkaniv i celych
organizmov za ucelom porozumenia vplyvu vyzivy na homeostazu. Aby bolo vSak
mozné vykonavat Statisticky robustné experimenty, ktorych vysledky budu

reprodukovatefné a vSeobecne platné, je potrebné vyrieSit otazky tykajuce sa dvoch
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zasadnych oblasti, s ktorymi sa geneticka epidemiologia v ramci nutricnej genomiky
zatial nedokazala celkom vyrovnat. Jedna sa o nasu schopnost analyzy oboch
zloZiek nutri-genetickej interakcie, na jednej strane detailné urCenie fyzikalno-
chemickych charakteristik stravy a na druhej definovanie ciefovych Struktur a
polymorfizmov v gendme. Okrem zriedkavych pripadov, ako su relativhe populacné
izolaty u ktorych je obmedzena geneticka variabilita, je u ludi detailna analyza
samotnych genetickych komponentov komplexnych metabolickych ochoreni velmi
obtiazna uz bez zahrnutia jej interakcie s prostredim (diétou v pripade nutri€nej
genomiky). Faktory komplikujuce geneticku analyzu zahffiaju geneticku heterogenitu
vSeobecnej ludskej populacie, alebo pohyblivi penetranciu komplexnych znakov.
Prikladom geneticky relativne izolovanej populacie je napriklad nabozenska sekta
Huteritov. Pévodne vznikla v tirolskych Alpach v 16. storoci. V dvoch nasledujucich
storoCiach sa uz na uzemi Ruska rozrastla zo 120 na viac ako 1000 ¢lenov. V 70.
rokoch 19. storoCia 900 C¢lenov tejto sekty emigrovalo do USA. V dnesnej dobe Ziju
na viac ako 350 komunitnych farmach (koléniach) s poctom priblizne 35000 &lenov.
Okrem toho, Ze je mozné pomocou genealogickej analyzy identifikovat 90
spolo¢nych predkov vSetkych dnesnych Huteritov, obrovskou vyhodou je ich
uniformny zivotny Styl vratane spolo¢ného stravovania vSetkych clenov koldnie v
komunitnych jedalfach, kde su pripravované jedla podfa tradiCnych receptur. Cez
spomenuté vyhody populaénych izolatov vSak stale zostava otvorena otazka
vyznamu a uplatnitefnosti takto zistenych dat a vztahov vo vSeobecnej fudskej
populacii. V suCasnej dobe je zasadnym pristupom v zakladnom vyskume interakcii
medzi génmi a prostredim vyuzivanie geneticky definovanych cicav€ich modelov,
predovSetkym imbrednych kmenov mysi a potkanov. Zrejmé vyhody tohto pristupu
zahfhaju moznosti cieleného krizenia a modifikacie genotypu, Standardizacia
podmienok prostredia ¢&i opakovatelnost experimentov. Pomocou metdd
komparativnej genomiky je potom mozné integrovat’ poznatky relevantné z hladiska
interakcie diéty s genetickou vybavou jedinca a nasledovne potom vytvarat "mapy"
génov, ktorych varianty sa podielaju na odliSnej odozve voc€i jednotlivym zloZzkam
diéty, rovnako ako su k dispozicii mapy kandidatnych génov napr. pre obezitu alebo
hypertriglyceridémiu. Pri dostatoCne reprezentativhom pokryti genomov markermi a
zisteni vacsieho mnozstva polymorfizmov, & uz sa bude jednat o polymorfizmy
jednotlivych nukleotidov, (angl. single nucleotide polymorphisms - SNP) alebo

haplotypy, bude polozeny zaklad pre predikciu mnozstva nutrigenomickych interakcii
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napr. pomocou Specializovanej formy DNA Cipu, ktorym sa bude naraz testovat
niekolko tisic polymorfizmov, u ktorych je preukazana spojitost’ definovanej varianty s
neziaducou reakciou na pritomnost alebo mnozstvo urcitej latky v potrave. Aj pred
dosiahnutim takéhoto velkorysého ciela v8ak bude pravdepodobne mozné
identifikovat’ nové biologické markery, pouzitelné ako skoré indikatory neziaduceho
alebo Ziaduceho ucinku diéty. Tuto informaciu bude mozné vyuZit' v prevencii, ako aj

v terapii ochoreni, kde nutrigenetické interakcie hraju podstatnu ulohu.

Potkan
\WM@, \ -} e
< . - 0"’ :'

ka

Bloinformati
4

Bioinformatika

Obrazok 1 Genomické interakcie

Nutrigenetické interakcie

Klasickym prikladom nutrigenetickej interakcie veducej k manifestacii klinicky
zretelného stavu je perzistujuca tolerancia laktézy v dospelom veku. Bodova mutacia
C13910T, ku ktorej doslo priblizne pred 9000 rokmi v severoeurdpskej populacii,
spbsobila pretrvavajucu expresiu génu kédujuceho hydrolazu laktazy a zabranila tak
prirodzenému vyhasinaniu funkcie tohto enzymu v dospelosti a nastupu fyziologickej
hypolaktazie. Okrem takejto "statickej" interakcie mdze dochadzat i k interakciam
"dynamickym", teda k rozdielnej odpovede na zmenu diétneho rezimu podla
genetickej vybavy jedinca. Pri sledovani reakcie muzskej populacie v obdobi 1988-
1996 na vyraznu zmenu zlozenia stravy bolo zistené, ze iba u nositelov genotypu
CC-204 génu cholesterol-7alfa-hydroxylazy (CYP-7a1) doSlo k redukcii hladin
cholesterolu, nositelia genotypu AA-204 na zmenu diéty podobne nereagovali. Je
vSak potrebné prihliadnut i k medzigénovym interakciam, v ramci ktorych sa
sledovany variant vyskytuje. M6zZe tu totiz dochadzat k znacnej modulacii vysledného
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fenotypu. Tento efekt je z vySSie spominanych dbévodov lepSie pozorovatelny u
geneticky definovanych modelov

Perspektiva: individualizovanej vyzivy a bezpec€nosti potravin.

Z predchadzajuceho textu je zrejmé, Zze nutricna genomika je eSte len na zaciatku
svojho vyvoja a az rozsiahle, systematicky pojaté Studie urcCia, aké vyznamné miesto
bude mat tento odbor v nedalekej buducnosti. Konecny ciel nutricnej genomiky by
bolo mozné zhrnut ako dosiahnutie optimalneho diétneho rezimu pre konkrétneho
jedinca tak, aby boli reSpektované nielen kvantitativne a kvalitativne potreby vyzivy a
aktualny zdravotny stav, ale aj genetické dispozicie, s ciefom zabranit vzniku

civilizaCnych ochoreni, pripadne prispiet k ich efektivnej terapii.



1 Vyuzitie génovej banky v nutrigenomike
Zachovavanie génovych zdrojov vyznamne prispieva k udrzaniu bohatej biologickej
diverzity, ktora je délezita hlavne z pohl'adu polnohospodarstva a potravinarstva. V
suCasnej dobe je prostrednictvom internetu dostupnych priblizne 550 databaz, ktoré
sa zaoberaju zhromazdovanim bioinformacii. Ich prehl'ad je kazdoroCne
aktualizovany Vv Casopise Nucleic Acids Research (URL
httm://www.oup.co.uk/nar/database/a/). K najdélezitejSim institiciam, ktoré sa
zaoberaju spravou dat a vyvojom nastrojov pre ich analyzu a poskytovanie informacii
patria:
- Eurdpsky institut pre bioinformatiku (EBI) so sidlom v Hinxtone vo Velkej Britanii
(URL http://www.ebi.ac. uk/) ,
- Narodné centrum pre biotechnologické informacie (NeBl), ktoré bolo pévodne
zalozené v ramci Narodnej lekarskej kniznice (NLM) v USA (URL
http://www.ncbi.nrnl.nih.gov/),
- Centrum pre informacnu biolégiu (elB) zaloZzené ako oddelenie Narodného
genetického institutu (NIG) v Mishime, Japonsko (URL http://www.cib.nig.ac.jp/).
V kazdom z tychto troch centier je spravovana genomova databaza sekvencii
nukleovych kyselin a zodpovedajucim z nich preloZzenych proteinov. Tri samostatné
databazy vznikli v dosledku potreby rychlej dostupnosti databazovych sekvencii na
jednotlivych kontinentoch v dobe, kedy eSte neboli rozvinuté vysokorychlostné
komunikacné siete. V suCasnej dobe si jednotlivé databazy predavaju ziskané data,
takze databanky GenBank/EMBL/DDBJ prakticky zdiefaju rovnaké data v
ktorukolvek dobu. Ako prva databanka na svete zhromazZdujuca nukleotidové
sekvencie bola EMBL Nucleotide Sequence Database a vznikla v roku 1980. O dva
roky neskor vznikla databanka GenBank v ramci institutu NCBI. Databaza DDBJ
(The DNA Data Bank of Japan) zahajila ¢innost’ v roku 1984. V polovici roku 2005
databaza nukleotidovych sekvencii EMBL obsahovala 95 miliard nukleotidov vo viac
ako 54,1 milionoch sekvencii pochadzajucich celkove z viac ako 200 000 réznych
organizmov a virusov. VSetky tri genomové databazy su volne dostupné a prijimaju
data ziskané v gendémovych centrach, alebo na odbornych pracoviskach, ktoré sa
zaoberaju sekvenovanim nukleovych kyselin.

V GenBank sa udaje nachadzaju v nasledovnych databazach: nukleotidova
databaza (udaje o DNA a RNA sekvenciach), proteinova databaza (3D domény,



Struktury a sekvencie znamych proteinov), taxonomicka databaza (vyhl'adavanie
sekvencii prostrednictvom taxonomického zaradenia), gendmova databaza (udaje o
chromozémoch a génoch), chemicka databaza a iné. Databazy génovych bank su
navrhnuté tak, aby poskytli vedeckej obci pristup k najaktualnejSim a komplexnym
informaciam o nukleotidovych sekvenciach. Preto NCBI nevytvara ziadne prekazky
pri vyuziti a distribucii udajov. AvSak niektori prispievatelia mézu namietat, ze ich
informacie podliehaju autorskym pravam a patentom, alebo inym pravam na ochranu
duSevného vlastnictva. Preto nie vSetky udaje su pristupné Sirokej verejnosti a na
pristup k nim sa vyzaduje znalost’ vstupnych hesiel alebo spoplatnena registracia.

Vacsina vyuzitelnych dat je volne dostupnych a daju sa bez obmedzeni vyuzit na

analyzu mutacii spajanych s funkciami metabolizmu.

Prakticka ¢ast’ cvi€enia
Ulohou praktického cvienia je obsiahnut zakladné moznosti databazy NCBI pre

vyhfadavanie vhodnych genetickych markerov s nutrigenetickym u€inkom. Databaza

Obrazok 2 Zakladné okno databazy NCBI

NCD ources [v] HOw s
(
(-: N C B I Search All Databases E]

Nulicemni Cuntur for folic acid metabolism human m Clear

Biotechnology Information

NCBI Home
—  Welcome to NCBI Popular Resources
Site Map (A-Z)
All Resources The National Center for Biotechnology Information advances science and BLAST
health by providing access to biomedical and genomic information Bookshelf
Chemicals & Bioassays Gene

About the NCBI | Mission | Organization | Research | RSS Feeds

Data & Software Genome
cleotide
DNA & RNA Nucleotide
OMIM
Domains & Structures Get Started Protein
Genes & Expression PubChem
Tools: Analyze data using NCBI software PubMed
Ge cs edicine
fics & Medicine Downloads: Get NCBI data or software PubMed Central
Genomes & Maps How-To's: Leamn how to accomplish specific tasks at NCBI SNP
T Submissions: Submit data to GenBank or other NCBI databases
omology
Literature NCBI News
Proteins
H b - NCBI Discovery Workshop: A
Sequence Analysis Genomic Structural Variat { Practical Hands-On Course
Taxonomy dbVar archives large scale genomic September 27-28, 2011 @ NLM

variation data and associates defined
variants with phenotypic information

Training & Tutorials Space is still available in the 2-day

Variation New NCBI News Issue

Information on the redesigned
PopSet resource, as well as new

More

N




NCBI je komplexna databaza a na hlavnej stranke obsahuje vyhfadavacie policko
s moznostou filtrovania vyberu. Pre ucely tohto cvienia ponechame nastavenie na
vyhfadavanie vo vSetkych databazach (All database). Volba klu€ovych slov je velmi
dolezitd a mala by vystihovat problematiku nasho zaujmu a pocet klu€ovych slov by
mal v dostatoCnej miere zuzit moznosti vyhladavania. Na praktickej ukazke si
predvedieme vyhfadanie problematiky zameranej na metabolizmus kyseliny listovej,
ktora je jednou z najlepSie popisanych problematik tykajucich sa nutrigenomiky.
Prvym krokom je preto definovanie kfu€ovych slov.

Na prvy pohlad je z obrazka 2 zrejmé, Ze databaza je vedena v anglickom jazyku,
preto je potrebné kfuCové slova definovat po anglicky. Za tymto ucelom mézeme
vyuzit Sirokiu moznost prekladaCov dostupnych na internete, alebo instalacnych
slovnikov. KedZze sa vtomto cvieni zameriavame na kyselinu listovu ajej
metabolizmus u ludi, vhodna kombinacia slov by mala byt .folic acid metabolism
human®. Jednotlivé slova je potrebné oddefovat medzerou, priCom vyhladavaci
nastroj automaticky priradi medzi kfu€ové slovné spojenie ,a zaroven®. V praxi to
znamena, ze sa Vv celej databaze hlada text, ktory obsahuje vSetky Styri kfuCové
slova navzajom. Po potvrdeni vyhladavania kliknutim na tlacitko hladat’ (Search) sa
stranka zmeni a poskytne prehlad vysledkov uvedenych na obrazku 3. Vyhladavanie
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vo vSetkych databazach obsiahnutych v NCBI nam sprostredkovalo prehlad
o komplexnom zastupeni zvolenych klucovych slov. So zohfadnenim ciefa tohto
cvi¢enia mézeme za relevantné informacie povazovat’

Citovana literatura a abstrakty v databaze PubMed (PubMed: biomedical literature

citations and abstracts). Z obrazku vyplyva, Ze pre zvolené kluCové slova sa
nachadzaju v 13 tisic vedeckych Clanoch z réznych problematik, alebo v ¢lankoch,
ktoré cituju hladany obsah.

Volne dostupné &lanky v databaze PubMed (PubMed Central: free, full text journal

articles). Tento vystup je vyber volne dostupnych vedeckych clankov, ktoré vo
svojom texte priamo obsahuju zvolené kluCové slova a pristup knim nie je
spoplatneny, alebo inak obmedzeny.

Interaktivne knihy (Books: online books). Ako vyplyva z vysledku vyhladavania

kfuCové slova su obsiahnuté vo viac ako 30-tich interaktivnych knihach, ktorych Casti,
alebo cely obsah je volne dostupny vo forme internetovej stranky ateda aj
interaktivne prekladatefny pomocou online prekladaCov. Interaktivne odkazy na
knihy, vedecké cCasopisy a suvisiacu literaturu je mozné pouzit pri ziskavani
vSeobecného rozhladu v analyzovanej problematike.

SNP: jedno nukleotidovy polymorfizmus (SNP: single nucleotide polymorphism).

V niektorych pripadoch je mozné konkrétnymi kfu€ovymi slovami najst’ jednobodové
mutacie, ktoré su bud klinicky preverené na vztah k urCitej metabolickej drahe, alebo
zdravotnej komplikacii, pripadne su réznym spdésobom asociované so zmenou
génového produktu. Nakolko kombinacia naSich klu€ovych slov bola pomerne
vSeobecna, nebolo mozné najst konkrétne bodové mutacie.

Génovo zamerané _informacie (Gene: gene-centered information). O mnoho

vhodnejSie sa javi pre ucely takto vSeobecnych kfu€ovych slov vyuZzit' skupiny génov,
ktoré maju priamy vztah k zvolenym kluCovym slovam. Po kliknuti na spomenuty
vystup vyhfadavania by sme mali vidiet' viac ako 40 génov v rézne blizkom vztahu

k metabolizmu kyseliny listovej u fudi.

Vystup znazorneny na obrazku 4 je zoznamom génov suvisiacich so skumanou
problematikou zoradeny podla relevantnosti zdrojov, o znamena, Ze prvy zobrazeny

gén ma najddlezitejsi vztah k vyhladavanej problematike.



Za najrelevantnejsi gén bol vybraty gén MTHFR, priCom vysledna tabulka obsahuje

s

aj zakladné informacie o tomto géne ako su oficialna skratka, nazov, ostatné formy

e

pomenovania, umiestnenie na chromozéme alebo identifikacné

Obrazok 4 Zoznam relevantnych génov
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MTHFR

1 Official Symbol: MTHFR and Name: methylenatatrahydrofolate reductase (NAD(P)H) [Homo sapiens]
Other Aliases: RP11-56N10.4
Other §,10-methylene ydrofol
Chromosome: 1, Location: 1p35 3

reductase (NADPH), OTTHUM 7. OTTHUNP!

002368, OTTHUS 3

reductase

Annotation: Chromosome 1, NC_000001 10 (11845787 11866160, complement)
MIM: 607093

7 SLC1oA1
Official Symbol: SLC19A1 and Name: solute carrier family 18 (folate transporier). member 1 [Homo sapiens]
Other Aliases: CHMD, FOLT, IFC1, REFC, RFC1
Other IFC-1; OTTHUMPY 115459; OTTHUMP!
Chromosome: 21, Location: 21q22.3
Annotation: Chromosome 21, NC_000021.8 (46934629_46962385, complement)

: 500424

)0115460; RFC: folate transporter 1; intestinal folate camer 1; placental folate trans porter, reduced folate carmer protein; solute carmer family 19 member 1

SLC46A1

Official Symbol: SLCA6A1 and Name: solute carrier family 46 {folate transparter). member 1 [Homo sapiens]

Other Aliases: FLI36875 HCP1, MGC9554, PCFT

Other Designations: G21; PCFI/HCP1; heme carrier protein 1. proton-coupled folate ransporter. solute cafrier family 46 member 1
Chromosome: 17; Location: 179112

Annotation: Chromosome 17, NC_D00017.10 (26721661.26733230. complement)

MIM: 511672

D: 1

CBS
4 Official Symbol: CBS and Name: cystathionine-bata-synthase (Homo sapiens|
Other Aliases: HIP4
Other Designations: OTTHUMP00000109415; OTTHUMPO0000109416; OTTHUMPO0000108417, OTTHUMPOD000108418; heta-thi v ta-synthase:
Chromosome: 21 Location: 21g22 3
Annotation: Chromosome 21, NC_000021.8 (44473301.44496472, comple ment)
MIM: 513381
i

synthase; serine sulfhydrase

My NCBI Signin |

Help

Filter your results:
Al (47)
Current Only (47}
Genes Genomes (47)
SNP Geneview (46}
I Variation Viewer (17)
Manage Fiters

¥ Top Organisms [Tree]
Homo sapiens
Mus musculus (11)
Rattus nonvegicus (&

Find related data &
Database: | Select [=]

Search details =

folic acid(A:

Fields] AND
elds] AND
rganism] OR

1)

Search |

See more

Recent activity

Bolism) AND "Homo saplens”

sm (344

Q@ ftactase persistence) AND "Homa sapiens
[porgn] (4) —

geén zobrazil ako prvy, je vysoko pravdepodobné, Ze bude najvhodnejSim kandidatom
pre identifikaciu mutacie, ktora ma nutrigeneticky dopad na organizmus. Po kliknuti

na oficialnu skratku génu sa zobrazi okno s komplexnymi informaciami o danom

useku DNA (Obrazok 5).
Obrazok 5 Osnova komplexného prehfadu o géne

Display Settings Full Report

MTHFR methylenetetrahydrofolate reductase (NAD(P)H) [ Homo sapiens ]
Gene ID: 4524, updated on 14-Aug-2011

Sendto

~| Summary 27
~| Genomic context 2[[2
~| Genomic regions, transcripts, and products B
~| Bibliography oE]
~/Phenotypes B
= Interactions CYIE]
~| General gene information &l
~| General protein information &l
~ | NCBI Reference Sequences (RefSeq) R
- | Related Sequences EXES
~| Additional Links Y
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Obrazok 6 Zakladné informacie o géne

~| Summary a|[2
Official Symbol MTHFR ¢ HGNC
Official Full Name methylenetetranydrofolate reductase (NAD(P)H) e HGHC

Primary source HGNC:7436
Locustag RP11-56M19.4
See related EnsemblENSG00000177000; HPRD:06158; MIM.607093
Gene type protein coding
RefSeq status REVIEWED
Organism Homo sapiens
Lineage Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini; Catarrhini; Hominidae; Homo
Summary The protein encoded by this gene catalyzes the ct of 5,10 iylenetetr to 5-mett ofolate, a co-substrate for homocysteine remethylation to methionine. Genetic variation in
this gene influences susceptibility to occlusive vascular disease, neural tube defects, colon cancer and acute leukemia, and mutations in this gene are associated with methylenetetrahydrofolate reductase
deficiency.[provided by RefSeq, Oct 2009]

V ramci rozbalovacej ponuky sumar (summary) je mozné ziskat rychle informacie
ovplyve génu na organizmus, o jeho umiestneni a identifikacii (Obrazok 6).
Pomocou hyperlinkov je mozné prejst na suhrnné zdroje informacii, alebo informacie

ziskané z inych databaz.

Obrazok 7 Genomicky region, transkript a produkt

~| Genomic regions, transcripts, and products #[[2
Gotoreference seguence details
Genomic Sequence NC_000001 chromosome 1 reference GRCh37 p5 Primary Assembly ‘z‘

Go to nucleotide Graphics FASTA GenBank

-11,869,191 : -11,842,706 (26,486 bases shown, negative strand) Open Full View |~ |7
|k Fuf:ﬁnrarms= @, @, AT | gk &2 | 4, configure
K |-11,886 K 11,866 K [-11,864 K [11862 K [-11,850 K [-11,856 K [-11,856 K [11,854 K 11,852 K [-11,850 K [-11,648 K FUB4EK 18K

Genes
————————|——1ll NM_001285 2
|1l NM_021735.2 f —
pr—egeefl) [\ G5 5D g 7 = . —3

L XP_003118597.1 Fll—— —— ——E——
|| M 021737 2 Al B B
MTHFR
MM _005S57 4 (5 -.— 88— — a5 > » ¥ NP_O0S948.3
SNP
LS0DB or Clinically Associated Yariants
o n 1 1]
Cited Variants
5 HlE A B iz Bk B BE 2 2 1l2 s 13 ] B 2 B 1

Obrazok 6 predstavuje graficky nahlad na pozorovany gén, s moznostou funkcie
priblizenia az na uroven poradia nukleotidov. Zakladné zobrazenie zahfha blizke
gény a jednotlivé umiestnenie exénovych a intrénovych oblasti. Na obrazku su
graficky znazornené miesta s pritomnostou bodovych mutacii (SNP). Prehladne je
mozné identifikovat miesta s mutaciami asociovanymi k ochoreniu alebo
metabolickej zmene (LSDB or Clinicaly Associated Variants), pripadne mutacie, ktoré
uz boli analyzované a publikované vo vedeckej literature. Grafické zobrazenie, je
sice prehladné a velmi nazorné, ale pri vaéSom pocCte mutacii nie je vhodné na
komplexné zhodnotenie a vyber markera.

V databaze je prehladne zoradeny zoznam prac, v ktorych sa pozorovany gén
spomina (Obrazok 7), priCom zdroje bibliografickych odkazov su rozdelené na tie,
ktoré vo svojom obsahu pojednavaju o géne a na prace, ktoré pojednavaju konkrétne

o jeho funkcii v metabolizme.
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Obrazok 8 Bibliografia tykajuca sa pozorovaného génu

~| Bibliography allr

Related articles in PubMed

1. Plasma homocysteine in patients of migraine without aura. Bokhari FA, et ai. J Ayub Med Coll Abbottabad, 2010 Apr-Jun. PMID 21702268,

2. [Association of CET7T gene polymorphism of mett wdrofolate reductase with insulin resi amona Kirghizesl. Lunegova OS, et al. Kardiologia, 2011. PMID 21827815

3 I on of disorders in diabetic patients with methvlenetetrahydrofolate reductase (CE77T) and coagulation factors 1 (G20210A) and V (G1691A) gene polymorphisml. Sibireva OF. Klin Lab Diagn, 2011 Mar. PMID
21574459,

4. MTHFR 677C-=T genatype is associated with folate and homocysteine concentrations in a large, population-based. double-blind trial of folic acid suppl 1. Crider KS, et 8!, Am J Clin Nutr, 2011 Jun. PMID 21508090

5. Divergent effects of the 877C=T mutation of the 5,10-meth wdrofolate reductase (MTHFR) gene on gvarian responsiveness and anti-Miillerian hormone concentrations. Paviik R, et al. Fertil Steril, 2011 Jun. PMID 21451373,
See all (2240) citations in PubMed
See citations in PubMed for homologs of this gene provided by HomoloGene

GeneRIFs: Gene References Into Functions whats s GeneRiF?

1
breast cancer.

2. Data suggestthatthe T allele of ofolate reductase in mulliple sclerosis might be accompanied by higher levels of serum ory mediators and a vulnerability to earlier age of onset of disease

3. Epist: between COMT and MTHFR in maternal-fetal dyads: fetal ATCA COMT and the fetal MTHFR minor "T" allele interact to increase preeclampsia risk: maternal ACCG COMT was associated with

reduced risk for preeclampsia

4. Genotyping of folate polvmorphisms might be useful in adult patients with acute lymphoblastic leukemia to optimize methotrexate therapy, reducing its associated toxicity with possible effects on sunvival.
5. There is a significant correlation between WMTHFR 677 TT or CT/TT genotypes and colorectal cancer (CRC) or Bel-2 promoter CpG island methvlation/oncaprotein expression in CRC
6. Comparing lung cancer patients with and without deep venous thrombosis, MTHFR A1298C gene polymorphism differed significantly (P=0.040).
7. The MTHFR 677TT genolype is associated with higher serum anti-Mullerian hormone cor ns and has a negative effect on number of cocytes retrieved
8. MTHFR genotvpe was an independent predictor of plasma and RBC folate and plasma homaocysteine concentrations and did not have a interaction with folic acid dose during tation
9. Plasma homocysteine and MTHFR variants were with migraine without aura

10. In Kirghizes carriage of T677 allele of meth ofolate reductase gene was associated with insulin resistance. abdominal abesity. b i idemia and low HDL-C level.

Submit: Mew GeneRIF Correction See all (1003)

Ak je u génu pozorovany prejav, ktory ovplyviuje zdravie jedinca alebo efektivnost
metabolickej drahy, zoznam takychto fenotypovych prejavov je mozné najst
v rozbalovacej ponuke fenotyp (Phenotypes). Kazda z metabolickych poruch, alebo
ochoreni je spracovana s prehladom relevantnych vedeckych publikacii a dalSich

odkazov na literaturu (Obrazok 8).

Obrazok 9 Fenotypovy prejav zmeny v géne

~| Phenotypes (2

Review eQTL and phenotype association dala in this region using PheGenl

& Cleft lip/palate, susceptibility to

# Genome-wide association study identifies eight loci associated with blood pressure

# Homocystinuria due to MTHFR deficiency

® Meural tube defects, susceptibility to

& Novel associations of CPS1. MUT, NOX4, and DPEP1 with plasma homocysteine in a healthy population: a genome-wide evaluation of 13 974 participants in the Women's Genome Health Study.
® Schizophrenia, susceptibility to

[ Thromboembolism, susceptibility to

& Variants in ZFHX3 are associated with atrial fibrillation in individuals of European ancestry.

B Vascular disease, susceptibility to

Hlavné informacie o géne obsiahnuté vrozbalovacej ponuke (Obrazok 9) su
zamerané na informacie o genotypoch, ktoré je mozné pouzit pri vyhladavani
délezitych mutacii. Rovnako je mozné ziskat informacie o metabolickych drahach,
v ktorych gén prostrednictvom svojho génového produktu participuje. V ponuke
génova ontoldgia (gene ontology) je mozné ziskat' informaciu o procesoch na ktorych
sa gén podiela, pripadne dalSie informacie vyuzitelné pre fylogenetické

a porovnavacie medzidruhové analyzy (Obrazok 9).
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Obrazok 10 Hlavné informacie o géne

- General gene information PE
& Markers
= Genotypes

See MTHFR SMNP Geneview Report
See MTHFR SNP Genotype Repor
See MTHFR SNP Variation Viewer Repunm

= Homology
[ Pathways from BioSystems

=l Gene Ontology Provided by GOA

Function Evidence Code Pubs
methylenetetr reductase (NADPH) activity IEA

methylenetetr reductase (MADPH) activity TAS

oxidoreductase activity 1EA

Process Evidence Code Pubs
blood circulation TAS PublMed
cellular amine acid metabolic process TAS PubMed
folic acid metabolic process TAS

methionine biosynthetic process IEA

methionine metabolic process 1EA

vitamin metabalic process TAS

water-soluble vitamin metabolic process TJAS

Component Evidence Code Pubs
cytosal TAS

Pomerne prehfadnym spésobom analyzy bodovych mutacii v génoch je vyuZitie
prehfadu génovej variability, ktory je mozné vyvolat tlaidlom VarView v ponuke
zakladnych informacii o géne ajeho genotypoch. Samostatna Cast databazy je
venovana variabilite v sledovanom géne, ktora je spdésobena bodovymi mutaciami.
Okno prehladne sprostredkuva informacie o klinicky relevantnych mutaciach, alebo
po drobnej zmene o vSetkych mutaciach.

Obrazok 11 Prehlad génovej variability

% NCB] Home PubMed GenBank BLAST

MTHFR Variation Viewer Download report (74594 bytes)

Gene MTHFR; methylenetetrahydrofolate reductase (NAD(P)H) Gene NG 013351.1 genomic
Reference = NM 0059574 transwipt
Sequences NP 0058483 peotein
variation ocations are based on these sccessions

Description | 5,10-methylenstetrahydrofolats reductase (NADPH) | OTTHUNPOODO0D0236T |
OTTHUMP 368 | OTTHUMP 373 | Y ahydrofolate reductase
Also known as: RP11-58K19.4

Links HGMD, Panther, Gene, OMIM
Species  Homo sapiens

Cyto | 1p363
hide gene summary’

Observed Variation |« | Page 1jora| » b | & Digplaying results 1-90fg | Filters ted
Var Class = Genomic « Transeript Protein C: | o | s Obs  Freg Pub._. MIM Al Var Origin MAF - | rsid view || Choose display options:
SNC .8383T>C C.238+180T>C 23 23 Q Al 1.2e-1 1517367504 .5
SNC 0.9938G=A CATOG=A p.ArgI57GIn  prob.. 1 1 607093.0002  Germine 15121434795 e .

= Show variants that are:
sSHC. g.10853C=T C547C>T pArgi83X  prob 1 1 £07093.0001  Germiine 1121434754 ] © from LSDB or clinically
SNC 0.14783CT CB65CST p.Alaz22val 52 52 Q 118[d  607053.0003 3.3e-1 151801133 .3 associated
SNC g.15843T>C C968T>C p Leu3z3Pro 1 1 807093.0012  Germine 8121434297 3 - r’r;jpped to RefSeqGene
SHC 0.16338C=T 11280 PArGITTCYS 2 2 £07092.0011  Germine 15121434296 . )
SHC 0.18685A>C .12864>C p.Gludz9A1 33 33 Q 76[]  £07083.0004 2381 r=1801131 ®
SNC 0.18845GA €.1531-80G>A 9 Q i 4822 1317375901 &
SNC 0.19888G-A c.1743G=A pMetsllle  prob... 2 Q i@  607093.0010 Germine 1545500836 &
o i | »

Variant Details || Submission Detals | Literature

-
Citations in PubMed: 118 [view in PubMed] =l
1. Rosenberg N, et al. The frequent 5,10-methylenetetrahydrofolate reductase C877T polymorphism is associated with a commeon haplotype in whites, Japanese, and Africans Am J Hum Genet. 2002 Mar;
70[3).758-62.
2 Brody LC_ et al. A polymorphism, R6530Q in the trifunctional enzyme methylenetetrahydrofolate dehydrogenase/methenyltetrahydrofolate cyclohydrolaseformyltetrahydrofolate synthetase is a maternal
genetic risk factor for neural tube defects: report of the Birth Defects Research Group Am J Hum Genet 2002 Now: T1(5):1207-15.
3. Crabtree MD, et al. Analysis of candidate modifier loci for the severity of colonic familial adenomatous polyposis, with evidence for the importance of the N-acetyl transferases Gut 2004 Feb; 52(2):2718
4 Rovlas Al_etal Neural tuhe defects and folate nathwayv nenes: familv-hased assnciation tests of nene-nene and nene-anvironment interactions Environ Health Paranact 2nng ost 1140100154752 i
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Kazdy riadok stredného okna (Obrazok 10) obsahuje informaciu o jednej bodovej
mutacii, ktora je identifikovana na urovni DNA, RNA a proteinu. Délezitou
informaciou je aj poc€et publikacii, ktoré popisuju jej funkciu arovnako obsahuje
prepojenie s prehladne spracovanymi udajmi pod evidenénym Cislom mutacie, ktoré
v nasom pripade je rs1801133. Tato mutacia sa javi ako zaujimava, nakofko sa o nej
pojednava vo viac ako 100 vedeckych publikaciach a je dokazany jej vplyv na zmenu
metabolizmu. V spodnej Casti okna je mozné pre kazdy riadok obsahujuci mutaciu
najst prehfad suvisiacich informacii. Preto, aby bolo mozné navrhnut jednoduchy
geneticky nastroj, ktory by danu mutaciu u jedinca identifikoval, je potrebné ziskat
informacie o ciefovej sekvencii DNA, ktora umozni navrh primerov ohranicCujucich
miesto bodovej mutacie z oboch stran ¢im sa v naslednej PCR reakcii zabezpedi
namnozenie tohto useku DNA pre dalSie spracovanie. Informacie potrebné na
zostrojenie detekcného nastroja ziskame po kliknuti na ,rs“ (Reference SNP ID) Cislo
identifikujuce mutaciu v samostatnej databaze bodovych mutacii.

Obrazok 12 Zakladné udaje o mutacii

Reference SNP{refSNP) Cluster Report: rs1801133 **Clinical Source™
RefSNP Allele HGVS Names
Organism: human (Homo sapiens) Varisbion Class: S_NF': _ o NC_000001.10:g.11856376G=A
Molecule Type: Genomic = single nucleotide variation NG_013351.1:g.14783C>T
Created/Updated in build: 89/134 RefSNP Alleles: C/'T NM_005957 4:c 665C=T
Map to Genome Build:37 2 Allele Origin: NP_005948.3.p. Ala222Val
Validation Status: /#[' | ;f Hix Ancestral Allele: C

Citation: NHGRI GWAS PublMed Clinical Source: [AEREM U0l

Clinical Significance: NA
MAF/MinorAlleleCount: A=0.325/409
MAF Source: 1000 Genomes

Pouzitie hyperlinku nas presunulo do samostatnej Casti databazy NCBI venovanej
jednobodovym polymorfizmom s nazvom dbSNP (Obrazok 12). O mutacii mézeme
ziskat' zakladné udaje o jej pozicii a rdbznych moznych spdsoboch pomenovania
v Casti ,HGVS Names®, pripadne o pdvodnej alele, ktora je majoritne zastupena
v populdacii (Ancestral Allele). V naSom pripade je povodna alela ,C“ €¢o znamena, Ze
vacsina populacie ma vo svojom gendome na tomto mieste molekuly DNA cytozin (C).
Zaroven je mozné pozorovat, ze tato forma moéze byt zmenena na tymin (T).
Hodnota frekvencie minoritnej alely (MAF/MinorAlleleCount) predstavuje index
zastupenia alely v populdcii, ktory pre nami pozorovanu formu mutacie predstavuje
32,5%. Toto Cislo znamena, Ze viac ako 30% ludi je nositefom jednej, alebo oboch

mutovanych foriem tohto génu.
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Pri zastupeni jednotlivych bodovych mutacii v populécii je potrebné dbat na pévod
skupiny testovanych jedincov. Je vS8eobecne znamym faktom, Ze niektoré formy
génov sa v urCitych populaciach nevyskytuju a niektoré sa na rozdiel od toho
nachadzaju len na ostrovnych populaciach, alebo v Specifickych regiéonoch
vyznacujucich sa rovnakym sp6sobom zivotného Stylu. Pri zastupeni mutacie
v populacii je preto dolezité zhodnotit, €i sa tato mutacia vobec nachadza v cielovej
skupine jedincov, ktoru chceme testovat. Obrazok 13 preto podrobne analyzuje
variabilitu v r6znych etnikach a populaciach, aby bolo mozné potencialny geneticky
marker vobec pouzit. Niektoré prace nemaju definovany pévod vzoriek a niektoré

europsku populaciu pomenovavaju, ako kaukazsku.

Obrazok 13 Informacia o populacnej diverzite SNP

B Population Diversity

Sample Ascertainment Genotype Detail New Alleles

= Individual Chrom. C CIC T aE TIT c '

s5# Population Group Sample Cnt. Source L e [Pt — HWE ——
5105110012 PA155830959 2308 AF 0.684 0.316
5161162859 ENSEMBL _celera 6 IG 0.667 0.333 0.667 0.333
! e — L==5

5166100327 PGP 2 IG 1.000 0.500 0.500
- I

5198024849 BUSHMAN_POP 2 1G 1.000 0.500 0.500
5218238438 pilot_1_YRI_low_coverage panel 118 AF 0.881 0.119
5230427635 pilot_1_CEU_low_coverage_panel 120 AF 0725 0.275
=

5238142821 pilot_1_CHB+JPT low_coverage_panel 120 AF 0.567 0.433
F—

523844687 AFD _EUR_PANEL European 45 IG 0.458 0.500 0.042 03170708 0292
AFD_AFR_PANEL African American 46 IG 0.739 0.261 0.7520.870 0.130
AFD_CHN_PANEL Asian 43 IG 0.500 0.333 0167 0.2510667 0.333
% I =5

52978066 MNIHPDR Global 74 G 0.649 0.27V0 0.081 02510784 0.216
: I -

53210828  JBIC-allele 1484 AF 0.557 0403
- - G

5341933225 ESP_Cohort_Populations 4552 GF 0.558 0364 0.078 0.0200.740 0260
55586780 P1 200 AF 0.500 0.440 0.060 0.3710.720 0.280
- - I =

CAUCH 62 AF 0.323 0613 0.064 0.1000.629 0.371
L -t

AFR1 43 AF 0.750 0.208 0.042 04390854 0146

HISP1 46 AF 0478 0435 0.087 1.0000.696 0.304

PACH 44 AF 0.500 0455 0.045 05270727 0273
L& L

565837366 HapMap-CEU European 226 G 0.469 0442 0.088 0.7520.690 0.310
: L[ ]

HapMap-HCB Asian 86 IG 0279 0419 0302 02340488 0512
i =)

HapMap-JPT Asian 172 IG 0.395 0488 0.116 0.584 0640 0360
Hapllap-YRI Sub-Saharan African 226 G 0.814 0.186 0.6550.907 0.093
— .

KHP1 180 GF 0.356 0467 0178 0.7520.589 0411
L |

PREV-SLO T09 GF 0.444 0444 0.111 1.0000.667 0.333

POP 1 160 GF 0.775 0.200 0.025 0.875 0125

POP 2 160 GF 0.825 0175 0.913 0.087
| n

POP 3 160 GF 0.825 0175 0.913 0.087
T I [ ]

HAPMAP-ASYY 95 IG 0.857 0.061 0.082 0.0010888 0112
HAPMAP-CHB Asian 82 IG 0.293 0537 0171 0.5840561 0439
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Finalnym zdrojom informacii, je cielova sekvencia nachadzajuca sa v regione
bodovej mutacie (Obrazok 14), ktoru je mozné nasledne dalej spracovavat
a analyzovat za ucCelom navrhnutia detekéného nastroja schopného odhalit
pritomnost spomenutej bodovej mutacie na skupine testovanych jedincov. Ziskana
sekvencia je pre prehladnost zarovnana do skupin po 10 nukleotidov a format
FASTA zabezpecuje jej rychle spracovanie v programoch sluziacich na analyzovanie
sekvencii DNA.

Obrazok 14 Cielova sekvencia bodovej mutacie

BFasta sequence (Legend)
gnlldbSHPIrs1801133|allelePos=401|totalLen=801|taxid=9606|snpclass=1|alleles="C/T|mol=Genomic|build=134

ICTTTITCTIAT
IGGGAGTTTIG
GAGTCATCIC
CAGGCTIGTIGC
CIGCCCAGIC
TGACTGTCAT
GCTGACCTIGA
4

CGATTTCATC
ATGCACCGAC
GGEECCCAGGR
GCIGGGGGCT
CCAGRACTTG
ARACCCAGCHR
BARGGGATTCT

GECCACCAAG
GAGCAATCCRA
TGEGETCAGR
TIGIGCTGITG
CCIGIGGTICT
CCCIATTGGC
AGCACTTGAR

ATCACGCAGC
ATGGGCATCA
GAGCCCATAR
CIGGETGGAG
CACAGCGITG
ACAGTGICIG
ARTTCTCATT

TECAGGCCTIG
CCCCCACTICT
AGCATATCAG
GRAAGGETGCAR
CTTCATCCCT
AGGTTACCCC
GGAGRAGGTG

ITTTCTITIGA
CITGCCCCAT
GCTICCCICCA
TGECIGAGTIC
CTITGECCACC
TTGAGGGGETT
ACARRTCCTG

ATTTGCTIGG
TGEARCTGGG
TCATGAGCCC
GATCAGAGCC
CGCCTITGAAC
ABRAGECCACC
TCIGCGGGAG

GECTGACACR
CGTCCCCGGG
CCCCACICIC
GCTGAGTTCT
CCATTTTGGT
TGITGTACTT
CITARATCAG

16

CIGCICAAGG
CICTIGAGCCA
AGCCACTCAC
CCCRRAGCAG
AGGETGGEAGGC
CCGRAGCAGE

TTCTTICCGCT
ATCTITCCCA
ACCGCACCGT
TCCCAGATCT
TACCICTAAT
TEECCARCHR

CAGGACAGTG
CCICCCCIGA
TIGITITAGIT
AGGACTCICT
CAGCCICICC
GAGCTTIGAG

TTCTGAAGGT
TCCAGGTGAG
CCICGCACAG
CCICICAGGT
TTICCCCCCA
GCATCACCAR



