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̶ Enzym methylentetrahydrofolát reduktáza  (MTHFR) – funkční význam a jeho polymorfizmy

̶ Onemocnění dutiny ústní asociované s variabilitou v genu pro MTHFR a výsledky našich 

studií

̶ Stanovení polymorfizmů v genu pro MTHFR (návod k laboratornímu cvičení)

̶ Vyhodnocení výsledků po laboratorní analýze

Variabilita v genu MTHFR a onemocnění 
dutiny ústní
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MTHFR

MTHFR (methylen-tetrahydrofolát-reduktáza) – funkce 

Methylentetrahydrofolát reduktáza (MTHFR)

Vědecká příprava pro ZL – cvičení 3

foláty

dihydrofolát

tetrahydrofolát

5-methyltetrahydrofoláthomocystein

methionin

Födinger et al., 2000



̶ gen MTHFR a jednonukleotidový polymorfizmus C677T a A1298C

MTHFR (methylen-tetrahydrofolát-reduktáza) – genetická variabilita

Methylentetrahydrofolát reduktáza (MTHFR)
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Weisberg et al., 1998



̶ geneticky podmíněná snížená  aktivita enzymu MTHFR

→ zpomalená metylace homocysteinu na methionin 

→ akumulace homocysteinu v plazmě 

→ riziko vrozených vývojových vad,    

kardiovaskulárních poruch

• zvýšená prevalence tromboembolických poruch u nositelů 

• u homozygotních nositelek variantních alel zvýšené riziko spontánních abortů

• zvýšená toxicita cytostatika CMF (cyklofosfamid, MTX, 5-FU)

MTHFR (methylen-tetrahydrofolát-reduktáza) – polymorfizmy C677T a A1298C význam

Methylentetrahydrofolát reduktáza (MTHFR)
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Doležálková et al., 2014
Shere et al., 2015
Wang et al., 2019



Etiopatogeneze

Zubní kaz a gingivitida
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̶ ↑ homocystein ve slinách = oxidativní marker

 zánět sliznice v dutině ústní 

 kariézní proces 

̶ 2x denně 5 mg/ 5 ml folátu obsaženého v ústní vodě 

po dobu 14 dní = ↓rozvoj gingivitidy  

Pack 1984
Cope et al., 2011
Kumar et al., 2011
Bořilová Linhartová et al., 2018



Etiopatogeneze

Recidivující aftózní stomatitida
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Bořilová Linhartová et al., 2017

https://www.prolekare.cz/casopisy/ceska-stomatologie/2017-2/vrozena-nachylnost-k-recidivujici-aftozni-stomatitide-prehledovy-clanek-61010


̶ symptomatická terapie, podpůrná terapie – Škachova kůra

kyselina listová, pyridoxin

̶ kyselina listová je pouze prekurzorem biologicky aktivní látky – folátu označeného 

jako vitamin B9

̶ glukosaminová sůl 5-methylfolátu (4. generace) - oproti 3. generaci je dlouhodobě 

stabilní, má vysokou rozpustnost ve vodě, lepší biologickou dostupnost a bezpečnost

Terapie

Recidivující aftózní stomatitida
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Design pilotní klinické experimentální studie

Recidivující aftózní stomatitida
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̶ 10 pacientů – genotypizovaní na haplogenotypy v genu MTHFR (IM a PM)

̶ farmakoterapie v upraveném designu dvojitě zaslepené zkřížené studie (cross-over

design) probíhala od jara 2018 v délce trvání 3 měsíců 

̶ pacientům byl ve třífázovém schématu podáván aktivní folát (glukosaminová sůl 5-

methylfolátu), vitamíny B6 a D3

28x placebo

1x D3

28x B9 + B6

I. fáze kontrolní

(28 dní)
II. fáze terapeutická 

(28 dní)

III. fáze sledovací

(28 dní)

28x placebo



Pilotní klinická experimentální studie

Recidivující aftózní stomatitida
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Bořilová Linhartová et al., 2019

https://www.prolekare.cz/casopisy/ceska-stomatologie/2019-1-14/farmakoterapie-recidivujici-aftozni-stomatitidy-u-pacientu-s-geneticky-podminenou-snizenou-schopnosti-metabolizovat-kyselinu-listovou-pilotni-studie-109588


Recidivující aftózní stomatitida

10 RAS
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28x 

placebo

28x 
B9 + B6

I. fáze 

kontrolní

(28 dní)

II. fáze 

terapeutická

(28 dní)

III. fáze 

sledovací

(28 dní)

28x 

placebo

III.I. II. II.II.II. Prefáze

Pilotní klinická experimentální studie

Bořilová Linhartová et al., 2019

https://www.prolekare.cz/casopisy/ceska-stomatologie/2019-1-14/farmakoterapie-recidivujici-aftozni-stomatitidy-u-pacientu-s-geneticky-podminenou-snizenou-schopnosti-metabolizovat-kyselinu-listovou-pilotni-studie-109588


Návod k laboratornímu cvičení

Stanovení polymorfizmů v MTHFR
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získání 

biologického 

materiálu 

izolace DNA kontrola kvality 

a kvantity DNA

příprava reakční 

směsi pro PCR

PCR a 

vyhodnocení 

1. 2. 3.

4.5.



Návod k laboratornímu cvičení

Izolace DNA z bukálních stěrů
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Odběr vzorku z bukální sliznice  rotace kartáčkem 1-2 minuty  lyzační roztok

1 2 3



Návod k laboratornímu cvičení

Izolace DNA z bukálních stěrů
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Izolace DNA pomocí silikátových kolonek

1) rozrušení plazmatických a jaderných membrán 

 proteináza K, chaotropní činidlo, detergent

2) srážení DNA etanolem

3) vazba DNA na silikátovou kolonku

4) promytí 

5) eluce čisté DNA z kolonky



Návod k laboratornímu cvičení

Izolace DNA z bukálních stěrů
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Zhodnocení kvality izolované DNA pomocí spektrofotometrie (NanoDrop)

měření absorbance, nukleové kyseliny mají max. absorbance při 260 nm

a) Koncentrace v ng/µl

b) Čistota:

poměr absorbance 260/280 

< 1,8 kontaminace bílkovinami (aromatické)

poměr absorbance 260/230

< 2 kontaminace organickými činidly 



Návod k laboratornímu cvičení

PCR – příprava reakční směsi
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MasterMix obsahuje:

pufr 

nukleotidy (adenin, tymin, guanin, cytosin)

chlorid hořečnatý/ síran hořečnatý

DNA-dependentní DNA polymerázu 

TaqMan sonda obsahuje:

forward a reverse primer

oligonukleotid značený fluoroforem VIC a oligonukleotid značený fluoroforem FAM

reakční směs = MasterMix + 
TaqMan sonda + templátová DNA



Návod k laboratornímu cvičení

qPCR
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Návod k laboratornímu cvičení

Vyhodnocení výsledků
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Návod k laboratornímu cvičení

Závěr – protokol
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Vyšetření na přítomnost polymorfizmů C677T a A1289C genu MTHFR 

Metoda: TaqMan PCR 

Kód vzorku:  

Vstupní materiál: 

Koncentrace DNA:  Čistota DNA 

(260/280): 
 

 Čistota DNA 

(260/230): 
 

Genotyp: 

C677T:  A1289C:  

Haplogenotyp (C677T/A1289C):  

Fenotyp: 

 

Doporučení: 
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