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POVZETEK

Folat je pomemben vitamin skupine B kompleksa in je nujno potreben za sintezo
deoksiribonukleinske kisline (DNA), kar ima odloc¢ilni pomen pri rasti in razvoju celic v
normalnem embrionalnem razvoju. Folna kislina ima kompleksno presnovo, njen u¢inek pa
je odvisen od koncentracije aktivne oblike 5-metiltetrahidrofolata. Pomanjkanje folne kisline
v Casu nosecnosti zaradi genetskih in okoljskih dejavnikov lahko privede do razvoja
prirojenih napak ploda. Polimorfizmi genov folatnega cikla so v splosni populaciji zelo
pogosti. Namen magistrske naloge je bil ugotoviti, ali so prisotne razlike v odzivu na folno
kislino in 5-metiltetrahidrofolat med razli¢énimi genotipi izbranih polimorfizmov folatnega
cikla, kar bi lahko imelo pomen pri prepre¢evanju prirojenih napak, npr. orofacialnih shiz
(ang. orofacial clefts, OFC). Za preucevanje vpliva izbranih polimorfizmov (MTHFR
rs1801133, MTHFR rs1801131, MTRR rs1801392, MTHFD1 rs2236225, BHMT rs3733890,
GNMT rs10948059, DNMT3B rs2424913, FPGS rs1544105, DHFR rs1677693 in SLC19A1
rs1051266) na nastanek orofacialnih shiz smo uporabili 44 parov otrok s shizo in njihovih
zdravih sorojencev. Vpliv demografskih in okoljskih dejavnikov smo preucili s pomocjo
anketnega vprasalnika, ki ga je izpolnilo 122 mater otrok z orofacialno shizo in njihovih
zdravih sorojencev. Genotipe zdravih sorojencev in otrok z orofacialno shizo smo dolo¢ili s
TagMan® hidrolizirajo¢imi sondami, razen za genotip SLC19A1 rs1051266, kjer smo
uporabili analizo talilne krivulje DNA pri visoki lo¢ljivosti ob uporabi SimpleProbe®
tehnologije. Ugotovili smo, da starost matere in letnica rojstva (vrstni red rojstva otroka)
statisticno znacilno vplivata na razvoj orofacialne shize. Matere, ki imajo v prvem trimesecju
povisano telesno temperaturo nad 38 °C, poro¢ajo o nerednem jemanju folatnih pripravkov
pred nose¢nostjo in med njo ter o jemanju drugih zdravil, imajo povec¢ano tveganje za razvoj
orofacialne shize pri otroku. Statisticno znacilne razlike smo ugotovili v frekvencah
genotipov MTHFR 677 (rs1801133), MTHFR 1298 (rs1801131) in GNMT (rs1094059) med
sorojenci z in brez orofacialne shize. Vpliv izbranih polimorfizmov na odziv na folate smo
preucevali na 6 limfoblastoidnih celi¢nih linijah (LCL). Na metabolno aktivnost izbranih
limfoblastoidnih celi¢nih linij vpliva koncentracija folatov in genotipi MTHFR, MTRR,
GNMT, DNMT3B, DHFR ter SLC19A1. Med genotipom in koncentracijo folatov je bila
prisotna statisticno znacilna interakcija za naslednje gene: MTHFR, GNMT, DNMT3B,
DHFR in SLC19AL1.

KLJUCNE BESEDE: orofacialne shize, polimorfizmi, folna kislina, 5-metiltetrahidrofolat.



ABSTRACT

Folate is an important B-group vitamin and essential for deoxyribonucleic acid (DNA)
synthesis during the normal embryonic development. Folic acid has a complex metabolism
and its effect depends on the concentration of its active form 5-methyltetrahydrofolate. Its
deficiency during pregnancy caused by genetic and environmental aetiology may lead to
birth defects. Polymorphisms in folate genes are common in general population. The aim of
this Master's thesis was to examine differences in response to folic acid and
5-methyltetrahydrofolate between different genotypes of selected folate cycle genes. The
results might help prevent developmental anomalies, e.g. orofacial clefts (OFC). 44 pairs of
children with orofacial clefts and their healthy siblings were examined to determine the
influence of selected polymorphisms on orofacial clefts formation: MTHFR rs1801133,
MTHFR rs1801131, MTRR rs1801392, MTHFD1 rs2236225, BHMT rs3733890, GNMT
rs10948059, DNMT3B rs2424913, FPGS rs1544105, DHFR rs1677693 and SLC19A1
rs1051266. We also investigated the influence of demographic and environmental risk
factors using the questionnaire, which was filled in by 122 mothers of children with orofacial
clefts and their healthy sibling. Genotypes of healthy siblings were determined by TagMan®
hydrolysis probes, whereas SLC19A1 rs1051266 genotype was determined by High
resolution melting analysis using SimpleProbe® technology. Statistically, mother’s age and
birth order have an impact on orofacial clefts. Increased risk of orofacial clefts was observed
in mothers that experienced the fever (above 38 °C) in the first trimester, those, who report
low or medium compliance of folate supplements before and during pregnancy, and those,
who are taking prescription drugs. Statistically significant differences were found in
frequencies of MTHFR 677, MTHFR 1298 and GNMT genotypes between sibling pairs with
and without orofacial clefts. The influence of selected polymorphisms on response to folates
was studied on 6 limfoblastoid cell lines (LCL). Metabolic activity from selected
limfoblastoid cell lines was influenced by folate concentration and MTHFR, MTRR, GNMT,
DNMT3B, DHFR and SLC19A1 genotypes. Statistically significant interaction between
genotype and folate concentration was present for MTHFR, GNMT, DNMT3B, DHFR and
SLC19A1 genes.

KEY WORDS: orofacial clefts, polymorphisms, folic acid, 5-methyltetrahydrofolate.
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analiza talilne krivulje DNA pri visoki lo¢ljivosti (ang. high resolution

melting analysis)

limfoblastoidne celi¢ne linije
metilentetrahidrofolat dehidrogenaza 1

gen za metilentetrahidrofolat dehidrogenazo 1
metilentetrahidrofolat reduktaza

gen za metilentetrahidrofolat reduktazo
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MTRR
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NADHP
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SAH
SAHH
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SES
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THF
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metionin sintaza

metionin sintaza reduktaza

gen za metionin sintaza reduktazo
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolijeva sol

metotreksat

nikotinamid adenin dinukleotid

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

napake nevralne cevi (ang. neural tube defects)

orofacialne shize (ang. orofacial clefts)

verizna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction)
fenazin etil sulfat

S-adenozil-homocistein

S-adenozil-homocistein hidrolaza

S-adenozil-metionin (ang. S-adenosyl-methionine)
socialno-ekonomski status (ang. social economic status)
folatni prenasalec

gen za folatni prenasalec

polimorfizem posameznega nukleotida (ang. single nucleotide
polymorphism)

tetrahidrofolat

temperatura taljenja (ang. melting temperature)
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1. UVOD
1.1 FOLATI IN FOLNA KISLINA

Folat je pomemben vitamin skupine B kompleksa in ima v nasi prehrani pomembno vlogo
tako pri sintezi deoksiribonukleinske kisline (DNA) kot tudi pri vzdrzevanju celi¢nih
metilacijskih reakcij. Folat je leta 1931 odkrila Lucy Wills v ekstraktih kvasovk.
Poimenovanje folna kislina je bilo prvi¢ uporabljeno, ko so substanco izolirali leta 1939 iz

Spinacnih listov (lat. folium, list) (1).

1.1.1 KEMIJSKA STRUKTURA IN VIRI

Folat je vodotopen vitamin B9, zgrajen iz aromatskega pteridinskega obroca,
p-aminobenzojske kisline in molekule glutaminske kisline (Slika 1). Reducirano obliko
vitamina B9, ki se nahaja v hrani in bioloskih tkivih, v literaturi imenujejo folat. Izraz folna
kislina se uporablja za poimenovanje oksidirane oblike vitamina B9, ki je prisotna v
prehrambnih dodatkih in zivilih, obogatenih s folatom. Folna kislina je v kristalizirani obliki
rumeno-oranzno obarvana. Nestabilna je ob prisotnosti svetlobe, Kisika, ekstremnih pH
vrednosti in (razen v suhi obliki) tudi pri vi§jih temperturah. Pri sesalcih je folat esencialen
vitamin za rast in razvoj organizma, Ki ga je treba vnesti s hrano. Sesalci, kljub temu da so
sposobni sintetizirati vse sestavne dele, folata niso sposobni sintetizirati sami (de novo). Saj
pteridinskega obro¢a ne morejo konjugirati z ostalimi enotami tako kot bakterije in vi§je
rastline (2, 3). Glavni naravni vir folatov v hrani so predvsem zelena listnata zelenjava
(Spinaca, solata, brokoli), stro¢nice, Zitarice, nekatere vrste sadja (avokado, guava, mango,
pomaranca, granatno jabolko), gobe in nekatere vrste mesa (drobovina, jetra, pljuca). Surova
hrana vsebuje visje koncentracije folata v primerjavi s kuhano, saj se del folatov izgubi med
procesom obdelave (3). V naravi prisotni folati spadajo v skupino poliglutamatov, ki se med
sabo razlikujejo po oksidacijskem stanju (5-metiltetrahidrofolat in 10-metil-tetrahidrofolat)

in vezanih substituentih na pteridinskem obrocu (4).

Izraz folna kislina se v vec¢ji meri uporablja za poimenovanje stabilnejSe sinteticne oblike
vitamina, prisotne v prehranskih dopolnilih in obogatenih Zivilih. Gre za oksidirano obliko
folata z vezano eno molekulo glutaminske kisline, ki ima ve¢jo stabilnost in bioloSko
uporabnost v primerjavi s folati, prisotnimi v hrani (4). V bioloskem smislu je tetrahidrofolat

(THF) najaktivnejSa oblika folata v telesu (6).
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Slika 1 (prirejeno po 5): Struktura folne kisline (FA) in v naravi prisotnih folatov. THF =
tetrahidrofolat.

Priporoc¢en dnevni vnos folatov (ang. recommended dietary allowance, RDA) za odrasle je
400 pg, za nosece zZenske in doje¢e matere pa 400-600 ug (6, 7). Priporo¢ena koli¢ina vnosa
folata za otroke je preraCunana ob upoStevanju telesne mase, bioloske uporabnosti in potreb
zaradi rasti. Priporo¢ena koli¢ina vnosa folata za otroke prve starostne skupine 1-4 let je 200
pg/dan; od 4-9 let 300 pg/dan in od 1018 let 400 pg/dan (2).

1.1.2 METABOLIZEM IN TRANSPORT FOLATA

1.1.2.1 Absorpcija in privzem v celice

V biokemijski poti razgradnje folata sodelujejo Stevilni encimi, ki imajo vlogo akceptorja ali
donorja funkcionalne skupine z enim ogljikovim atomom. Med kofaktorji so prisotni
vitamini B, e posebej vitamin Bg in vitamin B12. Molekule folata so hidrofilne in za prehod
v celico potrebujejo pomo¢ transportnih proteinov. V hrani prisotni folati se nahajajo
pretezno v obliki poliglutamata in ne morejo prehajati celicne membrane. Encim glutamat
karboksipeptidaza 1l (GPC I1I) katalizira hidrolizo poliglutamata do monoglutamata in
omogoci absorpcijo skozi ¢revesno sluznico v Kri preko reduciranih folatnih prenasalcev

(RFC). Izkoristek absorpcije je v povpre¢ju okoli 50-odstoten (10-90 %) (2, 4). Absorpcija



monoglutamatne oblike folata poteka predvsem v dvanajstniku in srednjem delu tankega

¢revesa in je najucinkovitejSa v pH obmocju med 5 in 6.

Prehod aktivne oblike folata, 5-metiltetrahidrofolata, iz krvnega obtoka v celice je mozen na
dva nacina: s folatnimi receptorji (FR) ali reduciranim folatnim prenasalcem 1 (SLC19A1).
Del folatov pa lahko preide pasivno s procesom difuzije (8). FR-f in FR-y imata manj$o
afiniteto do 5-metiltetrahidrofolata v primerjavi s FR-a in SLC19A1. SLC19A1 deluje kot
anionski antiporter in ima vi§jo afiniteto za transport reduciranih oblik folatov (prisotni v

hrani) (9).

Plazemske vrednosti folata so med 10 in 30 nM, vecinoma v prosti obliki, nekaj folata pa je
v krvi lahko vezanega na proteine z nizko afiniteto (albumin). Eritrociti vsebujejo visje
vrednosti folatov v primerjavi s plazemsko koncentracijo, obi¢ajno 50-100 nM. Zaloga
folatov se oblikuje med samim procesom eritropoeze in ostane nespremenjena skozi
zivljenjski cikel eritocitov zaradi vezave na hemoglobin. Koncentracija folatov v krvnem
obtoku se uporablja za oceno trenutne preskrbe, za oceno dolgoro¢ne preskrbe pa se
uporablja koncentracija folatov v eritrocitih. Najve¢ folata znotraj tkiv se nahaja v

mitohondriju in citosolu celic (2).

1.1.2.2 Metabolizem folata znotraj celic

Folatni metabolizem je sestavljen iz Stevilnih metabolnih poti z ve¢ kot tridesetimi
vpletenimi encimi (Slika 2). Po prehodu folatov v celice pride do poliglutamacije in
redukcije pteridinskega obroa do koencimsko aktivne tetrahidrofolne oblike (FH4),
podaljsanja glutamatne verige preko reakcij pteridinske verige in oksidacije ali redukcije C
enot na N-5 in/ali N-10 mestih. V krvi so folati prisotni izklju¢no v monoglutamatni obliki,
ki lahko prehaja celiéno membrano. Znotraj celic encim folilpoligutamat sintetaza (FPGS)
monoglutamatni obliki doda do 7 molekul glutaminske kisline in jo preoblikuje nazaj v
poliglutamatno. Gre za od ATP odvisno reakcijo in celi¢ni mehanizem zadrZevanja folatov
znotraj celic. Poleg tega folati v poliglutamatni obliki predstavljajo boljsi substrat, ker imajo

vecjo afiniteto do encimov v nadaljnji poti metabolizma folatov (10).

Dihidrofolat reduktaza (DHFR) katalizira redukcijo folne kisline ali dihidrofolata do
tetrahidrofolata (THF) (2, 8).

C1-THF-sintaza ali metilentetrahidrofolat dehidrogenaza 1 (MTHFD1) je encimski
kompleks, ki ima tri encimske  aktivnosti:  10-formil-THF  sintetazno,



5,10-metilentetrahidrofolat karboksilatno in 5,10-metilentetrahidrofolat dehidrogenazno (2,
8).

5,10-metilentetrahidrofolat reduktaza (MTHFR) je poglavitni encim folatnega
metabolizma. Ireverzibilno katalizira pretvorbo 5,10-metilen-tetrahidrofolata do
5-metiltetrahidrofolata, ki je osnovna oblika folata v telesu. Produkt 5-metiltetrahidrofolat

cikli¢no prispeva metilno skupino za oblikovanje metionina (2, 8).

Timidilat sintaza (TS) sodeluje pri de novo sintezi deoksitimidin monofosfata (dTMP). TS
katalizira proces de novo sinteze dTMP iz deoksiuridin monofosfata (dUMP), kot vir metilne
skupine sluzi 5,10-metilen-tetrahidrofolat, pri tem nastane dihidrofolat (DHF). Dihidrofolat
reduktaza (DHFR) nato DHF reducira nazaj do THF (2, 8).

Metionin sintaza (MTR) Kkatalizira remetilacijo homocisteina do metionina preko prenosa
metilne skupine iz 5-metiltetrahidrofolata na homocistein. Reakcija, ki jo katalizira MTR,
zagotovi metionin za nadaljno produkcijo univerzalnega donorja metilne skupine;
S-adenozil-metionina (ang. S-adenosyl-methionine, SAM). Kobalamin (B12) je kofaktor
encima MTR. Medtem ko je MTR encim vsesplosno prisoten, se v jetrih in ledvicah izraza
Se en encim, ki je del homocisteinskega remetilacijskega sistema, betain homocistein

metiltransferaza (BHMT), ki kot donor metilne skupine uporablja betain (2, 8).

Encim metionin sintaza reduktaza (MTRR) je tesno povezan z MTR, saj z reduktivno

metilacijo njegovega kobalaminskega kofaktorja ohranja MTR aktivnost (2,8).

Cistationin-B-sintaza (CBS) in cistationin-y-liaza (CTH) katalizirata ireverzibilen razpad
homocisteina do cisteina ob prisotnosti vitamina Be. CBS Kkatalizira kondenzacijo
homocisteina in serina do cistationina. CTH katalizira hidrolizo cistationina do cisteina in
[B-ketobutirata (2, 8).



FOL-MG

Slika 2 (prirejeno po 11): Prikaz vstopa folatov v celico, poliglutamacije folata in redukcije folata
(ozadje obarvano zeleno), prikaz presnove folatov znotraj celice (ozadje obarvano rumeno) in
prikaz remetilacijskega cikla (ozadje obarvano vijolicno).

FOL-MG: folat monoglutamat; FOL-PG: folat poliglutamat; SLC19A1: reducirani folatni
prenasalec 1; FPGS: folilpoliglutamat sintetaza; DHFR: dihidrofolat reduktaza; DHF: dihidrofolat;
THF: tetrahidrofolat; MTHFD1: metilentetrahidrofolat dehidrogenaza 1/meteniltetrahidrofolat
ciklohidrolaza/formiltetrahidrofolat sintetaza; MTHFR: 5,10- metilentetrahidrofolat reduktaza;
MTRR: metionin sintaza reduktaza; B12: kobalamin; MTR: metionin sintaza; SAM: S-adenozil-
metionin; SAH: S-adenozil-homocistein; MAT: metionin adenoziltransferaza; MT: metiltransferaza;
SAHH: S-adenozil-homocistein hidrolaza; dTMP: deoksitimidin monofosfat;TS: timidilat sintaza;
SHMT: serin hidroksimetiltransferaza.

1.1.3 KATABOLIZEM IN IZLOCANJE FOLATOV
Dnevno z urinom izlo¢imo do 12 pg folatov, kar predstavlja majhen del dnevnega vnosa.
Precej visje vrednosti se izlo¢ijo z blatom, vcasih so vrednosti vi§je od povprecnega

dnevnega vnosa folatov, kar odraza produkcijo folatov same ¢revesne flore (2).

1.1.4 BIOKEMICNA VLOGA FOLATOV

Folati v obliki kofaktorjev in encimskih substratov sodelujejo v razli¢nih celi¢nih
biokemicnih reakcijah metabolizma prenosa funkcionalnih skupin z enim ogljikovim
atomom. Folati so soudelezeni pri procesih celi¢ne delitve, saj imajo poglavitno vlogo pri

sintezi DNA molekule in metilaciji bioloskih molekul. Folati so za normalno rast in razvoj



organizma nujno potrebni. Sodelujejo pri sintezi aminokislin (serin, histidin, glicin) in

nukleotidov ter pri oblikovanju primarnega donorja metilne skupine SAM.

1.1.4.1 Sinteza nukleotidov

V procesu sinteze DNA folati sodelujejo v oblikah: 5,10-metilen-tetrahidrofolata,
5,10-metenil-tetrahidrofolata in 10-formil-tetrahidrofolata. 5,10-metenil-tetrahidrofolat in
10-formil-tetrahidrofolat ~ sodelujeta v  procesu de novo sinteze  purinov.
10-formil-tetrahidrofolat prispeva ogljikov atom C2; 5,10-metenil-tetrahidrofolat pa
prispeva ogljikov atom C8 purinskega obroca. Klju¢no vlogo vira metilne skupine pri
metilaciji dUMP do dTMP ima 5,10-metilen-tetrahidrofolat. Lahko pa deluje kot donor
metilne skupine v procesu sinteze serina in glicina. Sinteza purinov in dTMP je klju¢nega

pomena za nadaljnjo sintezo novih molekul DNA med celi¢no delitvijo (10).

1.1.4.2 Metilacija bioloSkih molekul

S prispevanjem metilne skupine 5-metiltetrahidrofolat sodeluje pri remetilaciji homocisteina
do metionina. Regeneracija metionina je izjemno pomembna za normalen potek
metilacijskih reakcij, saj metionin prevzame vlogo substrata za sintezo S-adenozil-metionina
(SAM). SAM je univerzalni donor metilne skupine za reakcije metilacije razli¢nih bioloskih
molekul, kot so: DNA, RNA, nevrotransmitorji, lipidi in proteini (histoni) (12). Reakcije
katalizirajo celi¢ne metiltransferaze, kot sta na primer glicin-N-metiltransferaza (GNMT)
in DNA(citozin-5-)-metiltransferaza-3g (DNMT3B). SAM se po odcepitvi metilne
skupine pretvori v S-adenozil-homocistein (SAH), ki je kompetitivni inhibitor Stevilnih
metiltransferaz, tudi MTHFR. Metilentetrahidrofolat reduktaza (MTHFR) in metionin
sintaza (MTR) sta glavna katalizna encima metabolizma SAH. Encim SAH hidrolaza
pretvori SAH do homocisteina in adenozina (5, 10). ZmanjSan vnos folatov se lahko odrazi
z zmanj$ano dostopnostjo prostih funkcionalnih skupin z enim ogljikovim atomom, kar
lahko vodi v homocisteinemijo, kopicenje homocisteina. Prav tako kopicenje SAH in
pomanjkanje SAM vodi do hipometilacije DNA (5, 10, 12).

1.2 POMANJKANJE FOLATA

Stevilni dejavniki vplivajo na status preskrbe telesa s folati. Pomanjkanje folata je najveckrat
povezano s pomanjkljivim vnosom zaradi neuravnotezene prehrane, lahko pa so vpleteni
tudi Stevilni drugi mehanizmi, zivljenjski slog, jemanje zdravil, polimorfizmi v genih za
encime folatnega cikla. Zaradi zelo pomembne vloge folatov v DNA sintezi, popravilu in

metilaciji je vzdrzevanje ustrezne koli¢ine intracelularnega folata klju¢nega pomena za



zagotavljanje ustrezne celi¢ne delitve in proliferacije. Rezultat pomanjkanja je neustrezna
biosinteza molekul DNA in RNA, ki se lahko odraza v zmanjSani celi¢ni delitvi,
nestabilnosti dednega materiala in povecani mutagenezi (2, 4, 8). Klasi¢ni simptom
pomanjkanja folata v ¢cloveskem telesu je megaloblastna anemija. ZmanjSano koncentracijo
serumskega ali plazemskega folata spremlja povisana vrednost serumskega ali plazemskega
totalnega homocisteina. Raziskave abnormalni folatni status s povisanim totalnim
homocisteinom povezujejo z razli¢nimi vrstami rakavih obolenj, Downovim sindromom,
kardiovaskularnimi, nevrodegenerativnimi (demenca, Alzheimerjeva bolezen) in psihi¢nimi
obolenji (depresija) (9, 13, 14). Pri nose¢nicah lahko pride do spontanega splava ali razvoja
prirojenih motenj ploda, kot so: orofacialna shiza (OFC), napake zapiranja nevralne cevi
(ang. neural tube defects, NTD) in prirojenih srénih napak (ang. congenital heart disease,
CHD) (2, 4, 8).

1.2.1 VPLETENOST FOLATOV V NASTANEK OFC

Folati so nujno potrebni za sintezo DNA in RNA in imajo poglavitno vlogo pri rasti ter
razvoju celic in tkiv. Nezadosten vnos folatov kot tudi motnja v presnovi ali transportu folata
lahko povzro¢ijo pomanjkanje omenjenega vitamina v organizmu. Nezadostno uzivanje
folata pred in med nose¢nostjo povezujemo s povecanim tveganjem za nastanek prirojenih
napak ploda, Se posebej NTD. Dokazano je bilo, da folna kislina zmanjsa tveganje za
nastanek NTD (15), kar pa je vodilo v hipotezo, da k razvoju OFC prispeva pomanjkanje

folata oziroma njegove funkcije v organizmu.

1.3 GENETSKI POLIMORFIZMI V PRESNOVNI POTI
FOLATOV

Ugotovitev, da je pojavnost OFC povezana s pomanjkljivim uzivanjem folatov, je osvetlila
podrocje vpletenosti genskih polimorfizmov encimov presnovne poti folatov na folatni
status in pojavnost OFC. S povecanim tveganjem za OFC na podlagi opisanega fenotipa in

genotipa povezujejo kar 26 razli¢nih genov (16).

1.3.1 POLIMORFIZMI V MTHFR GENU

Gen za MTHFR (17 kb) se nahaja na krajsi rocici kromosoma 1, na mestu 1p36.3, in je
sestavljen iz 11 eksonov, velikosti od 102 bp do 432 bp. Znanih je ve¢ polimorfizmov
MTHFR gena, ki vplivajo na stabilnost in aktivnost encima. V genu MTHFR je



identificiranih vec kot 40 tockovnih mutacij, najbolj raziskana in pogosta polimorfizma sta

locirana le 2,1 kb narazen: c.677C>T (AF(T) = 37 %) in c.1298A>C (AF(C) = 31 %) (17).

1.3.1.1 Polimorfizem MTHFR c.677C>T

Polimorfizem gena MTHFR ¢.677C>T (rs1801133, Ala222Val) se nahaja v delu, ki kodira
kataliticno domeno encima MTHFR. Zamenjava citozina s timinom na mestu 677 povzroci
zamenjavo alanina na 222. mestu proteinske sekvence z valinom, kar se odraza v zmanjSani
encimski aktivnosti. Aktivnost encima je pri homozigotih TT zmanj$ana za 70 %, pri

heterozigotih pa za 35 % glede na encimsko aktivnost nemutiranega gena (11, 18).

1.3.1.2 Polimorfizem MTHFR ¢.1298A>C

Polimorfizem gena MTHFR ¢.1298A>C (rs1801131, Glu429Ala) je drugi najpogostejsi
polimorfizem gena MTHFR. Zamenjava adenina s citozinom na nukleotidnem mestu 1298
povzroc¢i na proteinski ravni zamenjavo glutamata z alaninom na mestu 429. Sprememba se
pojavi v delu gena, ki kodira regulacijsko domeno MTHFR encima. Aktivnost encima je pri
homozigotih CC zmanjSana za 40 %, pri heterozigotih pa za 20 % glede na encimsko
aktivnost nemutiranega gena (11, 18). Polimorfizma MTHFR ¢.677C>T in ¢.1298A>C sta v

vezavnem neravnovesju in se skoraj nikoli ne dedujeta skupaj (11).

1.3.2 POLIMORFIZMI V MTRR GENU

Gen za MTRR se nahaja na krajsi ro¢ici kromosoma 5, na mestu 5p15.31. Encim, ki ga
kodira gen MTRR, ima pomembno vlogo v metabolizmu homocisteina in spada v druzino
elektron transferaz. Encim ima tri vezavna mesta za vezavo flavin mononukleotida (FMN),
flavin adenin dinukleotida (FAD) in nikotinamid adenin dinukleotida (NADH).
Najpogostejsi polimorfizem gena MTRR je MTRR ¢.66A>G (rs1801394, Met22lle, AF(G)
=52 %). Na 66 nukleotidnem mestu zamenjava adenina z gvaninom povzro¢i na proteinski
ravni na 22. mestu substitucijo izolevcina z metioninom. MTRR ¢.66A>G polimorfizem je
prisoten v FMN vezavni domeni MTRR encima, vendar substitucija ne vpliva na kataliti¢no
aktivnost encima. Povezana pa je s povisano koncentracijo homocisteina v plazmi (10, 19,

20).

1.3.3 POLIMORFIZMI V MTHFD1 GENU
Gen za MTHFDL1 se nahaja na daljsi ro¢ici kromosoma 14, na mestu 14923.3. MTHFD1 gen
sestavlja 28 eksonov in meri 71 kb. MTHFD1 je encim, ki ima v poti metabolizma folata tri

funkcije (metilentetrahidrofolat dehidrogenaza, metilentetrahidrofolat ciklohidrolaza,



formiltetrahidrofolat sintetaza) v cirkulaciji homcisteina. Encim sestavljata dve domeni:
sintezna in DC domena. Prva katalizira sintezo 10-formil-tetrahidrofolata iz THF in formata.
MTHFD1 ¢.1958G>A (rs2236225, Arg653Glu, AF(A) = 43 %) je polimorfizem gena
MTHFDL, ki je v literaturi povezan s pojavom OFC. Mutacija je prisotna v 20. eksonu gena.
Na 1958 nukleotidnem mestu pride do zamenjave adenina z gvaninom, kar na proteinski
ravni povzro¢i zamenjavo arginina v glutamin na mestu 653. Polimorfizem dokazano

povzro¢i destabilizacijo proteina in S tem zmanjSa encimsko aktivnost encima MTHFD1 (21,
22, 23).

1.3.4 POLIMORFIZMI V BHMT GENU

Gen za BHMT se nahaja na daljsi ro¢ici 5. kromosoma na mestu 5q14.1. Sestavlja ga 8
eksonov in 7 intronov. Gen BHMT kodira citosolni metaloencim, ki katalizira pretvorbo
betaina in homocisteina do dimetilglicina in metionina. Encim se primarno nahaja v jetrih in
ledvicah ter za delovanje potrebuje cink. Odgovoren je za 50 % metilacije homocisteina v
jetrih. BHMT ¢.742G>A (rs3733890, Arg239GIn, AF(A) = 32 %) je pogosta tockovna
mutacija na 742. nukleotidnem mestu gena, ki se na proteinski ravni odrazi z zamenjavo
arginina z glutaminom na mestu 239. Moteno delovanje encima privede do kopicenja

homocisteina, ki lahko omejuje metilacijske reakcije in deluje teratogeno (24, 25).

1.3.5 POLIMORFIZMI V GNMT GENU

Glicin-N-metiltransferaza (GNMT) je multifunkcionalni tetramerni protein, ki ga kodira
gen, lociran na 6. kromosomu, na mestu 6p12. GNMT protein deluje kot metiltransferazni
encim in kot vezavni protein za folat. GNMT Katalizira prenos metilne skupine iz
S-adenozil-metionina (SAM) do S-adenozil-homocisteina (SAH), in sicer od vseh
metiltransferaz pretvori najve¢ SAM v SAH. Ekspresija GNMT gena je pomembna za
celi¢no obrambo pred stresom. V promotorski regiji gena GNMT so 3 polimorfna podro¢ja,
ki vplivajo na aktivnost transkripcije. GNMT ¢.-45C>T (rs10948059, AF(T) = 49 %) je
polimorfizem v promotorju gena, ki vodi do povisanih koncentracij homocisteina in je v
literaturi povezan s pojavom rakavih obolenj (rak na prostati) (26). Alet T poveca

transkripcijo gena in posledi¢no tudi aktivnost GNMT (27).

1.3.6 POLIMORFIZMI V DNMT3B GENU
DNMT3B gen se nahaja na daljsi rocici 20. kromosoma na mestu 20q11.2, sestavljen je iz
23 eksonov in 22 intronov. DNMT3B gen kodira DNA(citozin-5-)-metiltransferazo-3p,

encim, odgovoren za de novo metilacijo DNA molekule, Se posebej med embriogenezo.



Protein Stevilne Studije povezujejo z imunsko pomanjklivostjo, nestabilnostjo centromer in
obraznimi anomalijami. DNMT3B ¢.343-49C>T (rs2424913, AF(T) = 41 %) polimorfizem
v intronu gena verjetno vpliva na njegovo izrazanje. Za ta polimorfizem ni funkcijskih studjij,

je pa povezan z NTD, razli¢nimi vrstami raka in nevrodegenerativnimi boleznimi (28, 29).

1.3.7 POLIMORFIZMI V FPGS GENU

Gen za FPGS (11,4 kb) se nahaja na daljsi ro¢ici kromosoma 9, na mestu 9934.11. Sestavljen
je iz 17 eksonov. V genu je bilo do sedaj odkritih ve¢ kot 40 polimorfizmov. Gen kodira
folilpoliglutamat sintetazo, encim, pomemben za vzdrzevanje homeostaze folata in
proliferacijo celic (30, 31). Polimorfizem FPGS ¢.217-3839C>T (rs1544105, AF(T) = 40
%) se nahaja v intronu FPGS gena, kar lahko vpliva na ekspresijo gena. Nosilci CC genotipa
imajo do 1,5-krat vecjo kolicino mMRNA prepisov FPGS gena v primerjavi z nosilci CT in
TT genotipov (32). T alel je bil povezan z nizjimi vrednostmi mRNA in posledi¢no
zmanj$ano ekspresijo FPGS. FPGS kot kataliti¢ni encim sodeluje pri presnovi metotreksata
(MTX)), ki se uporablja za zdravljenje akutne limfoblastne levkemije (ALL). Liu in sodelavci
so dokazali, da je genotip CC pri ALL bolnikih povezan s slabsim prezivetjem (32). Medtem
ko je Huang s sodelovci dokazal, da genotip TT pove¢a moznost rezistence ALL bolnikov

na MTX terapijo zaradi nizjih vrednosti mRNA prepisov FPGS gena (33).

1.3.8 POLIMORFIZMI V DHFR GENU

Gen za DHFR (30 kb) se nahaja na 5. kromosomu in je sestavljen iz $estih intronov in petih
eksonov. Gen kodira dihidrofolat reduktazo (DHFR), ki pretvori dihidrofolat (DHF) do
tetrahidrofolata (THF). Odkritih je bilo veliko polimorfizmov v DHFR genu, vendar njihov
morebitni vpliv na izraZznje in delovanje encima Se ni znan. Najbolj preu€evan polimorfizem
DHFR gena je insercija/delecija 19 bp (rs70991108) v intronu 1, ki vpliva na ekspresijo
proteina. Homozigoti za delecijo 19 bp v DHFR genu imajo znizane vrednosti mRNA
prepisa. Polimorfizem DHFR ¢.253-2490C>A (rs1677693, AF(A) = 25 %) se nahaja v
tretjem intronu DHFR gena (34, 35). Povezujemo ga s povecanim tveganjem za nastanek
OFC (36), NTD (37) in CHD (38).

1.3.9 POLIMORFIZEM V SLC19A1 GENU

Gen za folatni prenaSalec SLC19A1 se nahaja na daljsi rocici kromosoma 21 na mestu
21922.3. V literaturi je znan tudi kot: CHMD, FOLT, IFC1, REFC, RFC1, PCFT1.
Sestavljen je iz 17 eksonov in je pri ljudeh zelo polimorfen. V povezavi z genom SLC19A1
se v raziskavah najpogosteje pojavljajo polimorfizmi: rs1051266, rs1131596, rs12659,
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rs1051296 in rs1051298. SLC19A1 ima vlogo prenasalca reduciranega folata in je vpleten
v regulacijo znotraj celicne koncentracije folata (39, 40, 41). Polimorfizem SLC19A1l
€.80G>A (rs1051266, Arg27His, AF(A) = 55 %) je najbolj obSirno preuc¢evana razlicica
gena. Pogosti polimorfizem v drugem eksonu s to¢kovno mutacijo v kodirajoc¢i regiji na
mestu 80 povzro¢i zamenjavo gvanina z adeninom. Posledi¢no se arginin zamenja s

histidinom v kodonu transmembranske domene 1 (41).

1.4 OROFACIALNE SHIZE

Orofacialne shize (ang. orofacial clefts, OFC) zgornje ustnice in neba so pogoste prirojene
razvojne nepravilnosti obraza in ustne votline z zapleteno genetsko in okoljsko etiologijo.
Razvojne nepravilnosti obraza in ustne votline so bolj poznane pod imenom »vol¢je zrelo«
ali »zaj¢ja ustnica«. Z omenjeno okvaro se v Sloveniji vsako leto rodi od 30 do 40 otrok.
Pojavnost v Sloveniji, 1/600 Zivorojenih otrok, je nekoliko vi§ja od evropskega povpredja,
Ki znasa 1,5/1000 Zivorojenih otrok (42, 43, 44). Anomalije obraza in ustne votline
predstavljajo estetski in funkcionalen problem. Zdravljenje poteka stopenjsko in zahteva
obravnavo pri stevilnih specialistih. Rojstvo otroka z orofacialno shizo lahko prinese starSem
hude stiske. V Sloveniji operativno zdravimo shize na Klinicnem oddelku za

maksilofacialno in oralno Kirurgijo v Ljubljani (44).

1.4.1 RAZVOJ IN NASTANEK OFC

Pojav shize je povezan z nepopolnim zaraS¢anjem orofacialnih embrionalnih izboklin v
prvem trimesecju, med 6. in 12. tednom nosec¢nosti, ki oblikujejo obraz in nekoliko kasneje
ustno votlino. Shize primarnega neba so posledica nepopolnega zras¢anja maksilarnih in
srednjih nosnih izboklin. Zras¢anje nastopi 40-48 dan po oploditvi in se v normalnem
embrionalnem razvoju oblikuje v primarno nebo in zgornjo ustnico. Blazja oblika shize
primarnega neba je omejena na zgornjo ustnico, medtem ko prizadetost dela nosne votline
Stejemo med zapletenejSe. Pri shizah sekundarnega neba je moteno zraS€anje nebnih izboklin
in nosnega pretina. V 6. tednu po oploditvi se oblikuje sekundarna plos¢a iz treh
embrionalnih odrastkov, dveh sekundarnih palatalnih in primarnega odrastka. Odrastki
pricnejo rasti eden proti drugemu v 8. tednu po oploditvi, zdruzevanje nastopi v 9. tednu in
se konca do 12. tedna po oploditvi. Zamude v razvoju sekundarnega neba vodijo do
neustrezne fuzije odrastkov in nastanka OFC. Prav tako tudi pomanjkanje mezenhimske rasti
in neustrezna transformacija epitelija. Spremenjena obrazna anatomija, vidna ob rojstvu,

odraza plodovo funkcionalno prilagoditev na shizo (44, 45).
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1.4.2 DELITEV IN KLASIFIKACIJA OFC

Orofacialne shize delimo na heilognatopalatoshize, ¢e SO v ustnici, ¢eljustnem grebenu in
nebu, oziroma palatoshize, ki so omejene samo na nebo. V uporabi je delitev na tri podtipe:
shize primarnega neba (heiloshiza, ang. cleft lip, CL), shize primarnega in sekundarnega
neba (heilognatopalatoshiza, ang. cleft lip and plate, CLP) ter shize sekundarnega neba
(palatoshiza, ang. cleft plate, CP) (Slika 3). Prekinitev primarnega neba (CL) se pri¢ne v
lateralnem delu zgornje ustnice, malo stran od sreding, in je lahko delna ali seze skozi vso
vi§ino ustnice v nosni vhod. Prekinjen je lahko tudi ¢eljustni greben. CP je razcep mehkega
in trdega neba do incizivnega foramna zaradi neustreznega zdruZevanja lateralnih plosc.
CLP oznacuje hkratni razcep primarnega in sekundarnega neba in predstavlja kombinacijo
med CL in CP (16, 46, 47). Razcepe delimo iz vidika lokalizacije (ena ali obe strani ust
oziroma ustne votline) na unilateralne ali enostranske (na levi ali desni strani) ter bilateralne
ali dvostranske (obojestranske). Glede na obseg prizadetosti razcepe opredelimo na delne in
popolne (16, 47). CLP predstavljajo skoraj 2/3 vseh obraznih malformacij in do 80 % vseh
razcepov, razcep je zaradi neznanih vzrokov pogostejsi na levi strani (16). CL in CLP so
pogostejsi pri moskih, pri Zenskah pa je CP oblika pogostejSa. Ob rojstvu otroka z OFC se z
vsako naslednjo nosecnostjo poveca tveganje za razvoj obraznih malformacij ploda za 2-5
% (3, 48).

Mednarodno zduZenje za plasti¢no in rekonstruktivno kirurgijo je sprejelo klasifikacijo shiz
po Van der Meulenu, ki temelji na embrioloskem razvoju. V uporabi je tudi klasifikacija po

Tessiersu, ki temelji na anatomiji obraza in je Siroko uporabljana v Kirurgiji (47, 49).

OFC se ve¢inoma pojavljajo kot izolirane nepravilnosti, lahko pa se kazejo kot eden izmed
kliniénih znakov razliénih sindromov. Glede na to razcepe delimo na sindromske in
nesindromske. Sindromski razcepi so lahko posledice: trisomije 13, trisomije 18, trisomije
4p, Pierre Robin sekvence, velokardiofacialnega sindroma (ang. velocardiofacial syndrom,
VCEFS), Van der Woude sindroma in mnogih drugih (47, 49, 50).
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Slika 3 (prirejeno po 51): Shematski prikaz normalne anatomske strukture orofacialnega podrocja
(zgoraj) in razlicni tipi enostranskih ali obojestranskih shiz primarnega neba (CL) ali/in
sekundarnega neba (CP, CLP) (spodaj).

a) prikazuje enostranski in e) obojestranski razcep mehkega neba;, b), ¢) in d) prikazujejo razlicne
stopnje enostranskega razcepa primarnega in sekundarnega neba; f), g) in h) prikazujejo razlicne

stopnje obojestranskega razcepa primarnega in sekundarnega neba. Razcepi so na sliki vijolicno
obarvani.

1.4.3 FUNKCIONALNE POSLEDICE OFC

Prirojene razvojne nepravilnosti obraza in ustne votline imajo poleg estetske malformacije,
ki je v ve€ini primerov zaradi spremenjene anatomije vidna Ze ob rojstvu, tudi Stevil¢ne
funkcionalne motnje. Med te sodijo: motnje hranjenja in poziranja, nosna regurgitacija,
motnje dihanja, sluha, govora in mimike obraza (52). Novorojenci z nekaterimi oblikami
shiz, kot sta CP in CLP, ne morejo sesati mleka, saj zaradi razcepa neba v ustni votlini ne
uspejo ustvariti ustreznega podtlaka. Dihanje je lahko otezeno zaradi ukrivljenosti nosnega
pretina, ki je pogost zaplet pri CLP (53). Otrok diha skozi usta, kar vpliva na nenormalen
razvoj Celjusti in posledi¢no tudi ugriza (malokluzija). Prisotno je moteno izras¢anje zob,
nepravilnih oblik in velikosti, odsotnost zob naras¢a s stopnjo shize in poskodbo Celjustnega
grebena. Disfunkcija srednjega usesa zaradi otezenega odpiranja Evstahijeve cevi in
zmanjSane prehodnosti zraka povzro¢a ponavljajoca, izlivna in akutna vnetja srednjega
uSesa. Kroni¢na vnetja in nastanek brazgotin v srednjem uSesu so povezana z nastankom
prevodne naglusnosti (54). Prevodna naglusnost v kombinaciji s spremembo ugriza vodi do

nastanka artikulacijskih motenj (tezav v izgovorjavi glasov). Prisotne teZave z usesi in tezave
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v izgovorjavi glasov znatno vplivajo na razvoj govora pri otroku in na njegovo komunikacijo
z okolico. Razvoj je v vecini primerov zakasnel, popravi se po rekonstrukciji shize in zahteva

strokovno pomo¢ (54, 55).

1.5 DEJAVNIKI TVEGANJA ZA NASTANEK OFC

Nesindromske OFC malformacije imajo zapleteno in do sedaj precej nepojasnjeno
etiologijo. OFC so multifaktorjalne bolezni, v nastanek so vpleteni tako genetski,
demografski kot tudi okoljski dejavniki. Na razvoj embrija vplivata njegov dedni zapis in
intrauterino okolje. Nanj pa prav tako vpliva materin dedni zapis preko genetskih in rastnih

dejavnikov v povezavi z okoljskimi dejavniki (56).

1.5.1 DEMOGRAFSKI DEJAVNIKI

S pojavnostjo OFC povezujemo naslednje demografske dejavnike: rasa, materina starost
in socialno-ekonomski status (SES). Med rasami je vidna bistvena razlika v pojavnosti
OFC. Najvecje tveganje za pojavitev prirojene razvojne nepravilnosti obraza in ustne votline
je prisotno med azijsko populacijo (1/500), sledi kavkazijska populacija (1/1000) in z
najmanjiim tveganjem afriska populacija (1/2500) (57). Stevilne studije povezujejo
pojavnost prirojenih napak z nizjim socialno-ekonomskim statusom. Slabsa izobrazbena
struktura (osnovnosolska izobrazba, nedokon¢ana srednja Sola), ki posledi¢no rezultira v
slabse placanem delovnem mestu, je signifikantno povezana z nastankom OFC (58).
Materina starost je znan dejavnik tveganja za razvoj kongenitalnih anomalij ploda. Stevilne
Studije so preiskovale vpliv starosti starSev na pojavnost OFC. V dolocenih Studijah je bila
pojavnost OFC pogostejSa pri starejs§ih materah (59, 60, 61), mlajsih materah (61, 62)
oziroma Studije niso dokazale nobene povezave med starostjo starSev in pojavnostjo OFC
(63). Prav tako so v $tudijah prisli do zaklju¢kov, da imajo matere, mlajse od 25 let in starejse

od 40 let, znacilno visje tveganje za nastanek OFC (61).

1.5.2 OKOLJSKI DEJAVNIKI

Stevilne raziskave kajenje in uZivanje alkohola med noseénostjo opredeljujejo kot
dejavnik tveganja (64, 65, 66). Ogljikov monoksid in nikotin, ki se spros$¢ata med kajenjem,
zniZujeta raven kisika in povzro€ita tkivno hipoksijo in negativno vplivata na razvoj ploda
Se posebej v prvem trimesecju (65, 66). Sladkorne bolnice imajo vecje tveganje za rojstvo
otroka z OFC kot zdrave Zenske. V obdobju nose¢nosti lahko sladkorna bolezen ovira

razvoj ploda in povzroci diabeti¢no embriopatijo (56, 67). UZivanje dolo¢enih zdravil in
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psihotropnih snovi v nose¢nosti strokovnjaki povezujejo z etiologijo prirojenih
nepravilnosti. Odsvetovano je uzivanje protiepilepticnih zdravil, predvsem v prvem
trimese¢ju, ker so umesceni v skupino potencialnih teratogenov (65, 68, 69, 70). V ¢asu
nosecnosti so po pogostosti takoj za prenatalnimi vitamini predpisani antibiotiki. OpaZena
je bila povezava med jemanjem amoksicilina v prvem trimese¢ju in povecanim tveganjem
za OFC (71). V etiologijo OFC sodijo tudi prehranski vplivi in dodatki. Uzivanje folatov
in pripravkov folne kisline v kombinaciji z razlicnimi vitamini in minerali zmanjSuje
tveganje za nastanek OFC (62, 63, 72). Med teratogene dejavnike spada tudi poviSana
telesna temperatura med nose¢nostjo. Stevilne 3tudije so izpostavile povisano telesno

temperaturo v povezavi z ve¢jim tveganjem za OFC (73, 74).

1.5.3 GENETSKI DEJAVNIKI

Geni imajo zelo pomembno vlogo pri razvoju normalne kraniofacialne strukture. Vpleteni
so v nastanek sindromskih in nesidromskih OFC. Genetsko ozadje sindromskih OFC je v
primerjavi z nesindromskimi OFC dokaj dobro poznano. Stevilni geni so vpleteni v
etiologijo nesindromskih OFC glede na bioloske procese, ki jih nadzorujejo. Gene lahko
razvrstimo v Sest skupin: a) anatomski razvoj, b) celi¢na rast, celi¢na delitev in celi¢na smrt,
d) celi¢ni transport, e) celicna organizacija struktur, f) organ/sistem specifi¢ni procesi. Na
podlagi izsledkov razli¢nih raziskav je sedaj poznanih 26 kandidatnih genov na 6 genomskih
lokusih, vpletenih v nastanek OFC: MSX1, PAX9, IRF6, TP63, KMT2D, KDM6A, SATB2,
TBX22, TGFa, TGFB3, TGFBR2, FGF8, FGFR1, WNT3, WNTS5A, CDHI, CHD7, AXIN2,
KDMBG6A, KISS1R, TWIST1, BCOR, OFD1, PTCH1, PITX2 in PVRL1. Dolo¢eni geni so
hkrati vpleteni v nastanek sindromskih kot tudi nesindromskih OFC (16). Povezovanje
pomanjkanja folatov v nosecnosti s pojavnostjo prirojenih motenj je usmerilo raziskave v
preucevanje polimorfizmov v genih, ki sodelujejo v ciklu presnove folatov. Med njimi je
najbolj preuc¢evan gen MTHFR in njemu pripadajoc¢a polimorfizma c.677C>T in c.1298A>C
(17).
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2. NAMEN

Namen naloge je ugotoviti, ali so prisotne razlike v odzivu na folno kislino in
5-metiltetrahidrofolat med razli¢énimi genotipi polimorfizmov genov folatnega cikla, kar bi
lahko imelo pomen pri preprecevanju prirojenih motenj, med njimi tudi OFC. Uporabili

bomo dva modela: celi¢ne linije in pare otrok s shizo in njihovih zdravih sorojencev.
Namen nasSega dela bo:

1. Ugotoviti razlike v odzivu na folno kislino in 5-metiltetrahidrofolat glede na
spremembe izbranih desetih polimorfizmov genov folatnega cikla: MTHFR
(rs1801133), MTHFR (rs1801131), MTRR (rs1801392), MTHFD1 (rs2236225),
BHMT (rs3733890), GNMT (rs10948059), DNMT3B (rs2424913), FPGS
(rs1544105), DHFR (rs1677693) in SLC19A1 (rs1051266). Zanima nas vpliv
omenjenih polimorfizmov na metabolno aktivnost celic limfoblastoidne celi¢ne linije
(LCL). Metabolno aktivnost celic bomo primerjali med $estimi celi¢nimi linijami z
razli¢no kombinacijo polimorfizmov v kljuénih genih folatnega cikla, ki so v mediju
brez folne kisline gojene vsaj en teden. LCL bomo tretirali s petimi razli¢nimi
koncentracijami folne Kkisline ali 5-metiltetrahidrofolata. Podatke, pridobljene s
testom metabolne aktivnosti LCL, bomo analizirali z uporabo ustreznih statisti¢nih
pristopov.

2. Ugotoviti vpliv posameznih polimorfizmov v genih, ki sodelujejo pri presnovi
folatov, na pojavnost OFC. Osredoto¢eni bomo na preucevanje vpliva desetih
polimorfizmov v devetih genih: MTHFR (rs1801133), MTHFR (rs1801131), MTRR
(rs1801392), MTHFD1 (rs2236225), BHMT (rs3733890), GNMT (rs10948059),
DNMT3B (rs2424913), FPGS (rs1544105), DHFR (rs1677693) in SLC19Al
(rs1051266). Upostevali bomo tudi vpliv izbranih demografskih in okoljskih
dejavnikov tveganja za razvoj OFC: starost matere ob zanositvi, leto rojstva otroka,
telesna teZza matere ob zanositvi, prednose¢niski diabetes, nose¢niski (gestacijski)
diabetes, druga kroni¢na obolenja matere, poviSana telesna temperatura V prvem
trimese¢ju nosecnosti, uzivanje drugih zdravil med nose¢nostjo, jemanje pripravkov
s folno kislino in drugih prehranskih dopolnil ter vnos folatov in metionina s hrano
Vv prvem trimesec¢ju nosecnosti. Vse nastete genetske in okoljske dejavnike tveganja
bomo primerjali med otroki z OFC in njihovimi zdravimi sorojenci. Prednost

uporabe takega modela je v tem, da s tako primerjavo zmanjSamo vpliv okoljskih
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dejavnikov, ki bi lahko zameglili vpliv genetskih dejavnikov tveganja. 1z brisov
bukalne sluznice otrok z OFC in njihovih zdravih sorojencev bomo izolirali DNA in
za izbrane polimorfizme dolo¢ili genotipe z uporabo TagMan® tehnologije. Podatke,
pridobljene z genotipizacijo in anketnim vprasSalnikom, ki ga bodo izpolnile matere

otrok, bomo analizirali z uporabo ustreznih statisti¢nih pristopov.

17



3. MATERIALI IN METODE
3.1 PREISKOVANCI IN POTEK STUDIJE

Studija je del raziskave z naslovom Analiza biolodkih oznaGevalcev presnove folatov za
ugotavljanje ogrozenosti s prirojenimi razvojnimi napakami, ki poteka v okviru programa
Metabolni in prirojeni dejavniki reproduktivnega zdravja, porod 11 (P3-0124) in projekta (J3-
5507). Raziskavo je odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko (St.
57/02/13) in v njej sodelujejo Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana (Ginekoloska klinika,
Pediatri¢na klinika in Klini¢ni oddelek za maksilofacialno in oralno kirurgijo) ter Fakulteta
za farmacijo Univerze v Ljubljani. V sklopu omenjenega projekta so predhodno Ze primerjali
genetske in okoljske dejavnike tveganja med otroki z OFC in kontrolno skupino zdravih

otrok ter materami otrok z OFC in kontrolno skupino mater.

V nadaljevanju smo v studijo vkljuéili $e 122 zdravih sorojencev otrok z OFC z namenom
dolocitve genetskih in okoljskih dejavnikov tveganja za nastanek OFC. Izmed 122 zdravih
sorojencev smo brise bukalne sluznice za izolacijo DNA pridobili samo pri 44. Tako je bilo
v analizo okoljskih dejavnikov tveganja za OFC vkljucenih 122 parov sorojencev, v analizo
genetskih dejavnikov pa 44 parov. Bioloski vzorec za genetske analize je bil bris bukalne
sluznice. Matere parov sorojenceV so izpolnile anketni vprasalnik, ki je vkljuceval vpraSanja

0 izpostavitvi okoljskim dejavnikom tveganja (Priloga 1).

Vzorci so bili do obdelave shranjeni v hladilniku pri 4 °C. Iz dobljenih brisov smo z metodo
izsoljevanja izolirali DNA. Izmerili smo koncentracijo izolirane DNA ter vzorce ustrezno
red¢ili do koncentracije 4 ng/uL. Red¢ene vzorce smo do analize hranili v hladilniku pri 4
0

C.

Genotipizacijo 10 polimorfizmov v 9 genih, vklju¢enih v presnovo folatov, smo izvedli z
uporabo TagMan® in SimpleProbe® tehnologije. V okviru te magistrske naloge smo
opravili genotipizacijo vzorcev DNA zdravih sorojencev in LCL (gojenih v mediju L0505).
Podatki genotipizacije o preiskovanih polimorfizmih otrok z OFC so bili zbrani iz

magistrskih nalog Jurke Klun, Tine Struc in raziskovalne naloge Tine Kek.

Na izbranih LCL, gojenih v mediju brez folne kisline (L0503), smo po tretiranju z razli¢nimi
koncentracijami folne kisline ali 5-metiltetrahidrofolata izvedli test metabolne aktivnosti.

Naredili smo tri bioloSke ponovitve s tremi tehni¢nimi ponovitvami.
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3.2 TEST ZA DOLOCANJE CELICNE METABOLNE
AKTIVNOSTI Z REAGENTOM MTS

MTS test spada med celi¢no osredotocene metode za vrednotenje celicne proliferacije in
metabolne aktivnosti. MTS test je kolorimetri¢na metoda, ki temelji na redukciji tetrazolija
do obarvanega formazanskega produkta. MTS je tetrazolijeva sol, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazol. MTS reagent je zmes barvila MTS
v obliki soli in akceptorja elektronov PES (fenazin etil sulfat). Metabolno aktivne celice so
ob prisotnosti PES sposobne reducirati barvilo MTS do formazana. Encimska aktivnost
dehidrogenaz omogoc¢i nastanek reducirajo¢ih molekul (NADH ali NADPH) in prenos
elektronov na PES, ta pa redukcijo MTS do v mediju topnega obarvanega produkta. Produkt
je vijoliéno-modro obarvan z absorpcijo pri 492 nm. Z merjenjem absorbance dobimo
koli¢ino nastalega formazana, ki je sorazmerna delezu Zivih, metabolno aktivnih celic v
celi¢ni kulturi. Test nam omogoca vpogled v prezivetje celic in njihovo metabolno aktivnost
po tretiranju s preiskovanimi spojinami (75).

Na podlagi porazdelitve polimorfizmov in zastopanosti kombinacije alelov klju¢nih genov
folatnega cikla smo za MTS test izbrali 6 razlicnih LCL, gojenih v mediju brez folne kisline
(LO503) vsaj en teden. LCL smo predhodno genotipizirali (Preglednica I).

LCL MTHFR MTHFR MTRR MTHFD1 BHMT GNMT DNMT3B FPGS DHFR SLC19A1
oznaka 677 1298

1516 TT AA GG AA GG CC Cr TT CA GG
1823 CT AC AG GA GA CC CcC CT CC GG
6037 CT AA AG AA GG TT TT CC CC GA
AA
CcC

380 CcC AG AA GG CT TT CC CC AA
388 CcC AG GA GA CT T CT CA GA
5876 CT AC AA  AA GG CT T CT CC GG

3.2.1 Materiali in oprema

Za MTS test — testiranje LCL s folno kislino in 5-metiltetrahidrofolatom smo uporabili:

e folno kislino (FA; 6,25 nM; 12,5 nM; 25 nM; 50 nM; 100 nM, Sigma),
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e 5-metiltetrahidrofolat (5-Me-THF; 6,25 nM; 12,5 nM; 25 nM; 50 nM; 100 nM,
Sigma),

e medij za gojenje celic brez folne kisline (L0503, BioWest),

e MTS reagent (CellTiter 96, A Queous One Solution Cell Proliferation Assay,
Promega, ZDA),

e 12-vdolbindasto in 96-vdolbincasto mikrotitrsko plos¢o za pipetiranje (TPP®,
Tissue Culture Plate),

e pipete in ustrezne avtoklavirane nastavke za pipetiranje (10 uL, 200 puL, 1000 pL),

e multikanalno pipeto in ustrezne avtoklavirane nastavke za pipetiranje (10-100 uL),

e vibracijski mesalnik (Bio Vortex V1, Biosan),

e CO: inkubator (37 °C; Pansonic MC-18 AIC),

e (italec mikrotitrskih plos¢ (Biotek).

3.2.2 MTS TEST — TESTIRANJE LIMFOBLASTOIDNIH CELICNIH LINLJ
S FOLNO KISLINO IN5-METILTETRAHIDROFOLATOM
Postopek

Za tretiranje LCL s folno kislino in 5-Me-THF smo pripravili suspenzijo izbrane celi¢ne
linije s koncentracijo 0,33 x 106 celic/mL (v mediju brez folne kisline L0503), dobro
premesali in na mikrotitrsko ploséico s 96 vdolbinicami odpipetirali po 90 pL celi¢ne
suspenzije v triplikatu. Nato smo pripravili razli¢ne koncentracije folne kisline in 5-Me-THF
in jih po 10 uL odpipetirali na mikrotitrsko plos¢ico, tako da je bila kon¢na koncentracija
spojin v vdolbinicah 6,25 nM; 12,5 nM; 25 nM; 50 nM in 100 nM. Prenos smo izvedli z
multikanalno pipeto in reverznim pipetirajem, v asu tretiranja pa smo imeli v laminariju
ugasnjeno lu¢ zaradi obcutljivosti folatnih spojin na svetlobo. Tako pripravljene mikrotitrske
plos¢e smo inkubirali v inkubatorju za gojenje celic (37 °C, 5 % CO2, 100 % vlaznost) za 24
oziroma 72 ur. Po 21- oziroma 69-urni inkubaciji smo v vsako vdolbinico dodali 10 pL
reagenta MTS. Sledila je 2- do 4-urna inkubacija in meritev absorbance nastalega formazana

pri 492 nm z mikrotitrskim ¢italcem.

3.3 IZOLACIJA DNA

Za izolacijo DNA iz LCL in brisov ustne sluznice smo uporabili komplet reagentov
»MasterPure™ Complete DNA and RNA Purification Kit« (76). Postopek izolacije DNA iz

LCL in brisov ustne sluznice se je razlikoval v zacetnih korakih priprave vzorca za izolacijo
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DNA. Vzorci brisov ustne sluznice so bili do obdelave shranjeni v hladilniku pri 4 °C. Za
potrebe izolacije DNA iz brisov ustne sluznice smo uporabili dva od treh odvzetih
preiskovancevih brisov. Za izolacijo DNA iz LCL smo uporabili suspenzijo izbrane celi¢ne

linije v koncentraciji 1 x 10° celic/mL. 1zolacijo DNA smo izvedli po navodilih proizvajalca.

3.3.1 Izolacija DNA iz limfoblastoidnih celi¢nih linij

3.3.1.1 Materiali in oprema
Za potrebe izolacije DNA iz LCL smo uporabili:

e komplet reagentov »MasterPure™ Complete DNA and RNA Purification Kit«
(Epicentre, an lllumina company):
o Tissue and Cell Lysis Solution,
o MPC Protein Precipitation Reagent,
o Proteinase K,
o TE Buffer;
e PBS pufer (1X),
e 70 % etanol (EtOH),
e 96-100 % izopropanol,
e 1,5 mL avtoklavirane Eppendorfove epruvete,
e pipete in ustrezne avtoklavirane nastavke za pipetiranje (10 uL, 200 puL, 1000 uL),
e podstavek za epruvete,
e podstavek za falkonke,
e falkonke (10 mL, 50 mL),
e vibracijski meSalnik (Bio Vortex V1, Biosan),
o centrifugo (Thermo Scientific Megafuge 16R Centrifuge, Eppendorf Centrifuge
5430R),
e minicentrifugo (Mini Centrifuge MCF-2360, LMS),
e vodno kopel (WB-4MS, Biosan),
e tripansko modrilo,
¢ Neubauerjevo komoro,
e invertni mikroskop (Olympus CK40),

e LAF komoro (komora z laminarnim pretokom zraka, Iskra Pio).
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3.3.2 Izolacija DNA iz brisov ustne sluznice

3.3.2.1 Materiali in oprema
Za potrebe izolacije DNA iz brisov bukalne sluznice smo uporabili:

e komplet reagentov »MasterPure™ Complete DNA and RNA Purification Kit«
(Epicentre, an lllumina company):
o Tissue and Cell Lysis Solution,
o MPC Protein Precipitation Reagent,
o Proteinase K,
o TE Buffer;
e PBS pufer (1X),
e 70 % etanol (EtOH),
e 96-100 % izopropanol,
e 1,5 mL avtoklavirane Eppendorfove epruvete,
e pipete in ustrezne avtoklavirane nastavke za pipetiranje (10 uL, 200 puL, 1000 uL),
e podstavek za falkonke in epruvete,
o falkonke (10 mL),
e vibracijski mesalnik (Bio Vortex V1, Biosan),
e centrifugo (Eppendorf Centrifuge 5430R),
e minicentrifugo (Mini Centrifuge MCF-2360, LMS),
e vodno kopel (WB-4MS, Biosan),

e laboratorijske Skarje in pinceto.

3.4 MERJENJE KONCENTRACIJE IZOLIRANE DNA

Koncentracijo izolirane DNA v vzorcih smo dolo¢ili z NanoDrop® ND-1000
spektrofotometrom, z merilnim obmoc¢jem med 220 in 750 nm (77). Na spodnje opti¢no
merilno mesto smo odpipetirali 1,5 pL vzorca. Zgornjo opti¢no ro€ico, ki zagotavlja vir
svetlobe, smo polozili na spodnje opti¢no mesto, pod katerim se nahaja CCD detektor.
Aparat je oblikoval milimetrski stolpec vzorca ob stiku obeh opti¢nih enot, skozi katerega je
potovala svetloba. CCD detektor je posnel intenziteto prepuscene svetlobe pri 260 nm. Pred
meritvijo smo opti¢no merilno mesto ustrezno o¢istili z destilirano vodo (dH20). Najprej
smo opravili meritev slepega, pufra (TE Buffer) in nato preiskovanega vzorca. Na podlagi

dobljenih koncentracij smo vzorce red¢ili z avtoklavirano destilirano vodo do koncéne
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koncentracije 4 ng/puL. Kolic¢ino izolirane DNA smo ocenili z meritvijo absorbance pri 260

nm. Z meritvijo razmerja absorbanc pri 260 in 280 nm ocenimo ¢istost razopine DNA.

3.5 VERIZNA REAKCIJA S POLIMERAZO V REALNEM CASU

Verizno reakcijo s polimerazo (ang. polymerase chain reaction, PCR) je u¢inkovita in vitro
metoda sinteze nukleinskih kislin, ki omogoca hitro pomnozitev specificnega odseka DNA.
PCR reakcija poteka cikli¢no v treh stopnjah: denaturacija DNA (94-95 °C), prileganje
oligonukleotidnih zacetnikov (40-60 °C) in podalj$evanje oligonukleotidnih zagetnikov s
polimerazo DNA (70 °C). Omenjene stopnje predstavljajo en cikel, ki ga ponovimo 30- do
40-krat, v vsakem ciklu se tar¢ni odsek matricne DNA podvoji (78). Nadgradnja
konvencionalnega PCR je PCR v realnem ¢asu, imenovan tudi kineti¢ni PCR, ki omogoca
merjenje koli¢ine produkta v vsakem ciklu med samo reakcijo. Za dolo€anje polimorfizmov
v genih presnove folatov smo uporabili PCR v realnem ¢asu. Signal smo detektirali v konéni

tocki s pomocjo hidrolizirajo¢e TagMan® sonde.

Velikokrat imamo na voljo le manj$o koli¢ino preiskovanega odseka DNA za analizo. Zato

pri vecini metod genotipizacije odsek DNA predhodno pomnozimo s PCR metodo (79).

3.5.1 Materiali in oprema

Uporabili smo:

e TagMan® SNP Genotyping Assay: C_ 1202883 20 (Applied BioSystems),
e TagMan® SNP Genotyping Assay: C_850486 20 (Applied BioSystems),

e TagMan® SNP Genotyping Assay: C 306817 10 (Applied BioSystems),

e TagMan® SNP Genotyping Assay: C_1376137 10 (Applied BioSystems),
e TagMan® SNP Genotyping Assay: C_ 11646606 20 (Applied BioSystems),
e TagMan® SNP Genotyping Assay: C_ 11425842 10 (Applied BioSystems),
e TagqMan® SNP Genotyping Assay: C_ 25620192 20 (Applied BioSystems),
e TagMan® SNP Genotyping Assay: C_ 8342611 10 (Applied BioSystems),
e TagMan® SNP Genotyping Assay: C 3103231 20 (Applied BioSystems),
e TagMan® Universal Master Mix Il with UNG (2X) (Applied BioSystems),
e LightSNIP rs1051266 Genotyping Assay (TIB MOLBIOL),

e Visoko precis€eno in avtoklavirano vodo,

e LightCycler® 480 System (Roche),
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e LightCycler® Multiwell plate 384 (Roche),

e LightCycler® Sealing Foil (Roche),

e delovno komoro z UV lu¢ko (DNA/RNA UV-Cleaner UVC/T-M-AR, Biosan),

e vrtin¢asto mesalo in minicentrifugo (Combi-Spin, Biosan),

e centrifugo (Mikro-242, Tehtnica Zelezniki),

e 1,5 mL avtoklavirane Eppendorfove epruvete,

e pipete in ustrezne avtoklavirane nastavke za pipetiranje (10 uL, 200 pL, 1000 pL),
e podstavek za epruvete,

e mikrotitrsko plosco.

3.5.2 Genotipizacija s TaqMan® hidrolizirajofimi sondami

Pri genotipizaciji s hidrolizirajo¢imi sondami izkoris¢amo 5°-3" eksonukleazno aktivnost
termostabilne Tag DNA-polimeraze. V reakcijsko zmes za PCR poleg vseh potrebnih
komponent dodamo S$e dve fluorescentno oznaceni sondi (18-20 bp), ki specifi¢no
prepoznata in se vezeta na tar¢no zaporedje DNA. Sondi se med seboj razlikujeta po
specificnem mestu vezave (ena se popolnoma prilega na nemutirano zaporedje, druga pa na
mutirano zaporedje) in po porocevalskem barvilu, fluoroforu. Sondi imata na 5" koncu
vezano porocevalsko (ang. reporter) barvilo, na 3" koncu pa dusilec (ang. quencher) (79,
80). TagMan® ali 5" nukleazna metoda temelji na fluorescen¢nem resonan¢nem prenosu
energije (ang. fluorescence resonance energy transfer, FRET) in zaradi prisotnosti dusilca
intaktni sondi ne fluorescirata. Po principu FRET se fluorescentna emisija ekscitiranega
porocevalskega barvila zaradi blizine dusilca prestreze. Tekom PCR, 5'-3" eksonukleazna
aktivnost Tag DNA-polimeraze v fazi podaljSevanja povzro¢i hidrolizo samo popolnoma
prilegajoce sonde. Razdalja med reporterskim barvilom in dusilcem se poveca, prestrezanje
fluorescence je onemogoceno. Posledicno fluorescenca reporterskega barvila poraste in je
sorazmerna s koli¢ino PCR produkta. V primeru porasta fluorescence enega barvila je
preiskovanec homozigot za ozna¢eno (nemutirano ali mutirano) zaporedje. Preiskovanec je
heterozigot, Ce porasteta obe fluorescenci (80, 81). Za genotipizacijo s TagMan®
hidrolizirajo¢imi sondami smo uporabili fluorescentni barvili VIC® in 6-karboksi-fluorescin
(FAM™) (Slika 4).

24



@ @

Alel1 57 v, LEGENDA
e 0 =0 — & e
[T, JI_ 11 THTINSTh g g au @ banilo vVIC®

ujemanje neujemanje @ barvilo FAMT

® @ B v
Alel 2 » 7 _\})\‘\_\ Q  dusilec
& A = T 0 =

. @ L el A 4 . s
1 11 ] | 1] 1l SIRIIT | Taq DNA-polimeraza

ujemanje neujemanje

Slika 4 (prirejeno po 82). Princip genotipizacije s hidrolizirajocimi sondami TagMan®,
Postopek

V delovni komori smo za vsakega izmed devetih polimorfizmov v lo¢enih, ustrezno
oznacenih 1,5 mL Eppendorfovih epruvetah pripravili reakcijsko mesanico brez vzor¢ne
DNA. Reakcijske zmesi so se med seboj razlikovale v uporabljenih parih sond in
oligonukleotidnih zacetnikih. Pri testiranih polimorfizmih je bila ena sonda na 5" koncu

oznacena z reporterskim barvilom VIC®, drugo sondo pa je oznacevalo reportersko barvilo

FAM™ (Preglednica II).

Preglednica Il: Uporabljeni testni kompleti TagMan®.

Gen Polimorfizem Testni komplet VIC® FAM™
MTHFR 677  rs1801133 C_ 1202883 20 C=nemutirano T =mutirano
zaporedje zaporedje
MTHFR 1298 rs1801131 C_850486 20 C = mutirano A = nemutirano
zaporedje zaporedje
MTRR rs1801394 C_306817_10 A =nemutirano G = mutirano
zaporedje zaporedje
MTHFD1 rs2236225 C_1376137_10 A =mutirano G = nemutirano
zaporedje zaporedje
BHMT rs3733890 C 11646606 20 A = mutirano G = nemutirano
zaporedje zaporedje
GNMT rs10948059 C_11425842_10 C =nemutirano T = mutirano
zaporedije zaporedje
DNMT3B rs2424913 C 25620192 20 C=nemutirano T = mutirano
zaporedje zaporedje
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Gen Polimorfizem Testni komplet VIC® FAM™

FPGS rs1544105 C_8342611_10 C=nemutirano T = mutirano
zaporedje zaporedje

DHFR rsl677693 C 3103231 20 C =nemutirano A = mutirano
zaporedje zaporedje

Sestavo PCR-reakcijske meSanice smo izracunali glede na Stevilo genotipiziranih vzorcev.
Koli¢ino posameznih sestavin reakcijske mesanice smo pomnozili s Stevilom vzorcev (pri
tem smo upostevali tudi slepe vzorce) in pristeli 10 % pribitek zaradi izgub pri pipetiranju.
Pripravljeno reakcijsko mesanico smo v delavni komori premesali na vrtincastem meSalu in
nato centrifugirali. Po 3,5 pL reakcijske meSanice smo napipetirali v mikroepruvetke
plosc€ice za genotipizacijo. Po nacrtu pipetiranja smo v ustrezne mikroepruvetke dodali Se
1,5 uL vzoréne DNA s koncentracijo 4 ng/pL. Sestava PCR-reakcijske meSanice enega

vzorca je navedena v Preglednici Il1.

Preglednica Il1: Sestava PCR — reakcijske mesanice enega vzorca.

Reakcijska meSanica Volumen
(L)
TagMan® Universal Master Mix II with UNG (2X) 1,2
MesSanica ustreznih sond in oligonukleotidnih zacetnikov TagMan® 0,15
(40X)
Ultra ¢ista voda 3,15
Vzoréna DNA (4 ng/uL) 1,5
Skupni volumen reakcijske zmesi enega vzorca 6

Na koncu smo plosc¢ico prekrili s folijo in jo 2 minuti centrifugirali pri 2000 obratih/min,
vstavili v aparat LightCycler® 480 System (Roche) in zagnali genotipizacijo po vnaprej

dolo¢enem programu, navedenem v Preglednici IV.

Preglednica IV: Program izvedbe PCR s TagMan® sondami.

Stopnja Temperatura Cas
UNG inkubacija 50°C 2 min
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Stopnja Temperatura Cas

Aktivacija polimeraze 95°C 10 min
PCR Denaturacija 95°C 155
(50 ciklov)  Prileganje/podaljsevanje 60 °C 1 min

Po koncani PCR reakciji v realnem casu aparat v kon¢ni tocki na podlagi izmerjene
fluorescence poda tockast graf alelne diskriminacije. Na grafu vsaka toc¢ka predstavlja en
vzorec. Vzorci se med seboj lo¢ijo na podlagi jakosti obeh tipov fluorescenc v tri skupine in

tako predstavljajo tri razli¢ne genotipe (Slika 5).
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Slika 5: Graficni prikaz alelne diskriminacije za polimorfizem DHFR rs1677693. X-0s predstavlja
fluorescentno barvilo FAM™, y-os pa barvilo VIC®. Z modro barvo so prikazani homozigoti za
mutirano zaporedje (AA), z rdeco heterozigoti (AC), z zeleno homozigoti za nemutirano zaporedje
(CC).
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3.5.3 Genotipizacija z analizo talilne krivulje DNA pri visoki lo¢ljivosti ob
uporabi SimpleProbe® tehnologije

Analiza talilna krivulja visoke lo¢ljivosti (ang. high resolution melting analysis, HRM
analiza) je zelo uporabna post-PCR metoda, ki je v uporabi od leta 2003. Ima S$iroko
uporabnost v molekularni biologiji za detekcijo mutacij, polimorfizmov in epigenetskih
sprememb dvojne vijatnice DNA. Genotipizacija s HRM analizo temelji na razliki v
temperaturni stabilnosti med dupleksi s popolnim in nepopolnim prileganjem taréne
enoverizne DNA (sDNA).

HRM analizo priénemo s pomnozitvijo tarénega odseka DNA okoli izbranega SNP-jas PCR
v realnem ¢asu. Za HRM analizo potrebujemo vzor¢no DNA, reakcijsko meSanico z vsemi
potrebnimi sestavinami za PCR in ustrezno fluorescentno barvilo. V ta namen smo uporabili
SimpleProbe® probo, ki je na enem koncu oznacena z nefluorescenénim dusilcem in
reporterskim fluoroforom. Kadar je proba nevezana, prosta v reakcijski mesanici, dusilec v
vedji meri prestreze fluorescenco ekscitiranega reporterskega barvila. Ko pride do prileganja
probe in vezave na taréni odsek DNA, se z vezavo probe zmanjsa prestrezanje fluorescence

s strani dusilca, kar se odrazi kot porast fluorescence reporterskega barvila (83) (Slika 6).

o SimpleProbe® proba
a . , R = reportersko barvilo (fluorescein)
> - Q = dusilec

@ = ®
NOL
oligonukleotidni
gzaEetnik - B proba
E—_——
3 matri¢éna DNA polimorfno mesto 5'

Slika 6 (prirejeno po 84): Shematski prikaz delovanja SimpleProbe® probe v primeru: A)
SimpleProbe® proba v reakcijski mesanici prosta, B) SimpleProbe® proba, vezana na tarcno DNA.

Sama HRM analiza poteka v treh stopnjah v aparaturah visoke lo¢ljivosti. V' prvi stopnji z
dvigom temperature na 95 °C povzro¢imo denaturacijo dvoveriznih amplikonov in
oblikovanje enoveriznih. Sledi prileganje probe in v zadnji stopnji postopno dvigovanje
temperature. Korak imenujemo talilna analiza, ker viSamo temperaturo z namenom nastanka
karakteristi¢nih talilnih profilov (83). V stopnji prileganja se tvorijo dupleksi med oznaceno

probo in razklenjeno, enoverizno DNA. V zadnji stopnji dvig temperature povzroci
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razklenitev nastalih dupleksov, kar se odraza v upadu fluorescence. Temperaturo, pri kateri
se razklene polovica dupleksov, imenujemo temperatura taljenja (ang. melting temperature,
Tm) (85) (Slika 7).
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Slika 7: A) Razlicne talilne krivulje pri razlicnih genotipih za SLC19A41 rs1051266. Modra krivulja
prikazuje homozigote za nemutirano zaporedje (GG), zelena krivulja prikazuje homozigota za
mutirano zaporedje (AA), heterozigota (AG) prikazuje rdeca krivulja. B) Razlicni talilni vrhovi pri
razlicnih genotipih za SLC19A41 rs1051266. Moder talilni vrh ima Tm pri 53,92 °C in prikazuje
homozigota GG; zeleni talilni vrh ima Tm pri 63,92 °C in prikazuje homozigota AA; rdeca talilna
vrhova prikazujeta heterozigota GA.

Postopek

V delovni komori smo v ustrezno oznaceni 1,5 mL Eppendorfovi epruveti pripravili
reakcijsko mesanico brez vzoréne DNA. Po navodilih proizvajalca smo najprej pripravili
mesanico LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (10X). To smo storili tako, da smo
v vialo z DNA polimerazo prenesli 60 pL vsebine viale s potrebno mesanico za PCR
(reakcijski pufer, 10 mM MgCl2 in deoksinukleozid trifosfati). Pripravljeni meSanici smo

dodali oligonukleotidna zacetnika, probo (LightSNiP rs1051266 Genotyping Assay),
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ultracisto vodo in MgCl2 (25 mM). Kolic¢ino posameznih sestavin reakcijske meSanice smo
pomnozili s Stevilom vzorcev (pri tem smo upostevali tudi kontrole) in pristeli 10 % pribitka
zaradi izgub pri pipetiranju. Pripravljeno reakcijsko meSanico smo premesali in na kratko
centrifugirali. Po 7,5 puL reakcijske meSanice smo napipetirali v mikroepruvetke na ploscici
za genotipizacijo. Po nacrtu pipetiranja smo v ustrezne mikroepruvetke dodali Se 2,5 pL
vzoréne DNA s koncentracijo 4 ng/puLl. Sestava reakcijske meSanice enega vzorca je

navedena v Preglednici V.

Preglednica V: Sestava reakcijske mesanice enega vzorca za PCR in HRM analizo.

Sestava Volumen (pL)
LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (10X) 1
LightSNIiP rs1051266 Genotyping Assay 0,3

Ultra ¢ista voda 54
MgCl2 (25 mM) 0,8
Vzoréna DNA (4 ng/uL) 2,5
Skupni volumen reakcijske zmesi enega vzorca 10

Plos¢ico smo prekrili s folijo in jo 2 minuti centrifugirali pri 2000 obratih/min in nato vstavili
v aparat LightCycler® 480 System (Roche), ki je izvedel PCR v realnem ¢asu in HMR
analizo po vnaprej dolo¢enem programu, navedenem v Preglednici VI. Po koncani analizi

aparat za vsak vzorec poda rezultate v obliki talilnih krivulj in vrhov.

Preglednica VI: Program izvedbe PCR in HRM analize.

STOPNJA TEMPERATURA CAS
Preinkubacija 95 °C 10 min

PCR Denaturacija 95 °C 10s

(45 ciklov)  Prileganje zacetkov 60 °C 10s

Podaljsevanje 72 °C 15s

HRM Denaturacija 95 °C 30s
analiza Prileganje probe 40 °C 2 min

Taljenje 40 °C — 75 °C +0,19 °C/s
Hlajenje 40 °C 30s
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3.6 STATISTICNA ANALIZA

Za statisticno analizo podatkov, ki smo jih pridobili z anketnim vprasalnikom, genotipizacijo
in MTS testom, smo uporabili program SPSS, verzija 22 (SPSS Inc., Chicago, ZDA). Vsi

testi so bili dvostranski. Kot mejo statisticne znacilnosi smo uporabili a = 0,05.

3.6.1 REZULTATI MTS TESTA

Za preucevanje vpliva neodvisnih spremenljivk (genotip, vrsta spojine in koncentracija
spojine) na odvisno spremenljivko (metabolna aktivnost celic) ter ugotavljanje morebitne
interakcije med neodvisnimi spremenljivkami smo uporabili dvosmerno ANOVA-o
(»two-way ANOVAK).

3.6.2 ANKETNI VPRASALNIK

Podatke, pridobljene z anketnim vprasalnikom, smo zaradi enostavnejSe obdelave najprej
razdelili na numeri¢ne in kategoricne. Z uporabo deskriptivne statistike smo izracunali
srednje vrednosti numeri¢nih spremenljivk in nato preverili normalnost porazdelitve
spremenljivk s Shapiro-Wilkovim testom. Na podlagi rezultatov testov normalnosti
porazdelitve smo izbrali ustrezne statistiCne teste. Za normalno porazdeljene numeri¢ne
spremenljivke smo uporabili odvisni t-test, za nenormalno porazdeljene numeri¢ne
spremenljivke pa neparametricni Wilcoxon test za odvisne vzorce. Kategori¢nim
spremenljivkam smo v prvi stopnji dolocili frekvence izidov v posamezni kategoriji. Za
statisticno analizo dihotomnih spremenljivk (razvrs¢enih v dve kategoriji) smo uporabili
neparametri¢ni McNemarjev test. Z neparametri¢énim marginalnim testom homogenosti smo
analizirali spremenljivke, razvrs¢ene v ve¢ kot dve kategoriji. Dolo¢ene spremenljivke, ki
so ob uporabi statistiénih testov pokazale statistino znacilne razlike (p < 0,05), smo

predstavili tudi grafi¢no.

3.6.3 REZULTATI GENOTIPIZACIJE

Zeleli smo ugotoviti, ali so prisotne statistiéno pomembne razlike med otroki z OFC in
zdravimi sorojenci v frekvenci posameznih genotipov. Za lazjo analizo smo rezultate
genotipizacije kodirali kot aditivni, recesivni in dominantni genetski model. Aditivni model
smo statisticno analizirali z neparametri¢énim marginalnim testom homogenosti, za recesivni

in dominantni model smo uporabili neparametri¢ni McNemarjev test.
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 STUDIJA METABOLNE AKTIVNOSTI
LIMFOBLASTOIDNIH CELICNIH LINIJ Z RAZLICNIMI
KOMBINACIJAMI POLIMORFIZMOV V GENIH FOLATNEGA
CIKLA

Najprej smo rezultate metabolne aktivnosti LCL izbranih polimorfizmov v genih folatnega
cikla (Preglednica I) uredili v programu Excel, izracunali smo povpre¢ne vrednosti treh
bioloskih ponovitev ter standardni odklon. Rezultati za posamezno celi¢no linijo so grafi¢no
predstavljeni na slikah spodaj (slike 8-13). Grafi¢ni prikaz metabolne aktivnosti za
posamezne LCL nam je pomagal pri izboru nadaljnjih statisticnih pristopov, saj je bil opazen
trend narascajoce metabolne aktivnosti glede na uporabljeno spojino (FA, 5-Me-THF) in
koncentracijo spojine (6,5 nM; 12,5 nM; 25 nM; 50 nM; 100 nM).

LCL 1516, 72h
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Slika 8: Stolpicni diagram prikazuje relativno metabolno aktivnost LCL 1516 po 72 urah pri
razlicnih koncentracijah folne kisline ali 5-Me-THF. Ctr — kontrola brez dodatka folne kisline ali
5-Me-THF.
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LCL 1823, 72h
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Slika 9: Stolpcni diagram prikazuje relativno metabolno aktivnost LCL 1823 po 72 urah pri razlicnih
koncentracijah folne kisline in 5-Me-THF. Ctr — kontrola brez dodatka folne kisline ali 5-Me-THF.

LCL 6037, 72h
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Slika 10: Stolpcni diagram prikazuje relativno metabolno aktivnost LCL 6037 po 72 urah pri
razlicnih koncentracijah folne kisline in 5-Me-THF. Ctr — kontrola brez dodatka folne kisline ali
5-Me-THF.
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LCL 380, 72h
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Slika 11: Stolpcni diagram prikazuje relativno metabolno aktivnost LCL 380 po 72 urah pri razlic¢nih
koncentracijah folne kisline in 5-Me-THF. Ctr — kontrola brez dodatka folne kisline ali 5-Me-THF.

LCL 388, 72h
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Slika 12: Stolpcni diagram prikazuje relativno metabolno aktivnost LCL 388 po 72 urah pri razli¢nih
koncentracijah folne kisline in 5-Me-THF. Ctr — kontrola brez dodatka folne kisline ali 5-Me-THF.
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LCL 5876, 72h
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Slika 13: Stolpcni diagram prikazuje relativno metabolno aktivnost LCL 5876 po 72 urah pri
razlicnih koncentracijah folne kisline in 5-Me-THF. Ctr — kontrola brez dodatka folne kisline ali
5-Me-THF.

Z uporabo parametri¢nega testa vecfaktorske analize varianc in dvosmerne ANOVA-g, smo
zeleli preveriti uc¢inek vrste spojine in genotipov oziroma ucinek koncentracije Spojine in
genotipov na metabolno aktivnost LCL. Zeleli smo ugotoviti tudi u¢inek interakcije med
opisanimi neodvisnimi spremenljivkami. Med neodvisne spremenljivke spadajo: vrsta
spojine (FA, 5-Me-THF), koncentracija spojine (6,5 nM; 12,5 nM; 25 nM; 50 nM; 100 nM)
in genotip (MTHFR 677, MTHFR 1298, MTRR, MTHFD1, BHMT, GNMT, DNMT3B,
FPGS, DHFR, SLC19A1). Genotipe smo kodirali kot aditiven, recesiven in dominanten
genetski model. Pri aditivnem modelu smo genotipe razvrstili v tri skupine: nemutiran
homozigotni genotip, mutiran homozigotni genotip in heterozigotni genotip. Da bi preverili,
ali je prisoten dominantno-recesivni vpliv polimorfizmov, smo oblikovali tudi dominantni
in recesivni model. Genotipe smo pri dominantnem modelu razvrstili v dve kategoriji:
nemutirani homozigotni genotip in mutirani homozigotni + heterozigotni genotip. Pri
recesivnem modelu smo podobno kot pri dominantnem modelu genotipe razvrstili v dve
kategoriji: nemutirani homozigotni + heterozigotni genotip in mutirani homozigotni genotip.
Poleg v zgoraj omenjene modele razvrstitve smo MTHFR genotipe na podlagi rezultatov
genotipizacije MTHFR 677 (rs1801133) in MTHFR 1298 (rs1801131) razvrstili v dve
kategoriji glede na predvideno encimsko aktivnost. Oblikovali smo kategorijo genotipov s
predvideno encimsko aktivnostjo > 60 % in kategorijo genotipov s predvideno encimsko
aktivnostjo < 60 %. Predvidena encimska aktivnost MTHFR < 60 % je predvidena za
kombinaciji genotipov: MTHFR 677 TT/ 1298 AA ter MTHFR 677 CT/ 1298 AC (11). Test
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normalnosti porazdelitve podatkov je pokazal, da se podatki porazdeljujejo rahlo desno
asimetricno. Prav tako je bila v nekaterih primerih krSena predpostavka o homogenosti
varianc (Levenov test je pokazal signifikantne razlike). Za vsakega izmed genotipov in
genetskih modelov (aditivni, recesivni, dominantni) smo izdelali lo¢éen model dvosmerne
ANOVA-e. V modelu dvosmerne ANOVA-e smo poleg genotipov vkljucili §e spremenljivki
vrsta spojine (FA, 5-Me-THF) in koncentracija spojine (6,5 nM; 12,5 nM; 25 nM; 50 nM;
100 nM). Vrsta spojine ni imela signifikantnega vpliva na metabolno aktivnost celic v
nobenem izmed modelov, koncentracija spojine pa je bila v ve¢ini modelov (MTHFR 677,
MTHFR 1298, MTHFR encimska aktivnost, MTHFD1, BHMT, GNMT, DNMT3B, FPGS) v
pozitivni Kkorelaciji z metabolno aktivnostjo celic. V nadeljevanju bomo predstavili
posamezne ANOVA modele glede na genotip.

Koncentracija spojine (p < 0,001) in genotip MTHFR 677 (aditivni; p < 0,001 in recesivni
model; p <0,001) signifikantno vplivata na metabolno aktivnost celic, medtem ko sama vrsta
spojine ni signifikantni dejavnik metabolne aktivnosti LCL (aditivni, p = 0,172; recesivni, p
6 nM se statisti¢no razlikuje od metabolne aktivnosti celic pri vseh visjih koncentracijah
spojine. MTHFR 677 je pomemben dejavnik metabolne aktivnosti celic, signifikantno
pomembna razlika v metabolni aktivnosti je prisotna med pari: nemutirani homozigot (CC)
in mutirani homozigot (TT) (p < 0,001) ter mutirani homozigot (TT) ter heterozigot (CT)
(p <0,001). Prisotna je tudi interakcija med koncentracijo spojine in genotipom MTHFR 677
(aditivni, p < 0,001 in recesivni model, p < 0,001). Iz grafa (Slika 14) lahko razberemo, da
relativna metabolna aktivnost celic raste z naras¢ajoco koncentracijo spojine pri vseh treh
MTHFR 677 genotipih, vendar veliko bolj izrazito pri genotipu TT (Slika 14A). Razli¢ne
koncentracije spojine imajo drugaCen vpliv na metabolno aktivnost celic z razli¢nimi
genotipi MTHFR 677. Ceprav je viden trend vedje metabolne aktivnosti celic ob dodatku
5-Me-THF, pa ta razlika ni statisti¢no znacilna (Slika 14B).
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Slika 14: Graficni prikaz povprecne relativne metabolne aktivnosti LCL s standardno deviacijo v
odvisnosti od koncentracije spojine, vrste spojine (folna kislina (FA) ali 5-metiltetrahidrofolat
(5-Me-THF)) in genotipa MTHFR 677.

A) Metabolna aktivhost LCL v odvisnosti od koncentracije spojine in genotipa MTHFR 677. B)
Metabolna aktivnost LCL v odvisnosti od genotipa MTHFR 677 in vrste spojine.

Pri genotipu MTHFR 1298 nismo ugotovili statisticno pomembnega vpliva genotipa
(aditivni, p = 0,833; recesivni, p = 0,797 in dominantni model, p = 0,616) in vrste spojine
(aditivni, p = 0,405; recesivni, p = 0,520 in dominantni model, p = 0,302) na metabolno
aktivnost celic. Prav tako ni prisotne interakcije med vrsto spojine in genotipom (aditivni, p
= 0,969; recesivni, p = 0,850 in dominantni model, p = 0,814) ter koncentracijo spojine in
genotipom (aditivni, p = 0,971; recesivni, p = 0,944 in dominantni model, p = 0,688). Vendar
je prisoten signifikantni vpliv koncentracije spojine za vse tri modele genotipa MTHFR 1298
(p < 0,001). Iz grafa lahko vidimo, da ima nemutirani homozigotni genotip (AA) najvecjo
metabolno aktivnost celic, sledi mu heterozigotni genotip (AC), mutirani homozigotni
genotip (CC) pa ima najniZje vrednosti za metabolno aktivnost celic, vendar le pri visoki
koncentraciji FA oziroma 5-Me-THF (Slika 15A). Tudi tu je viden trend visje metabolne
aktivnosti celic po dodatku 5-Me-THF v primerjavi s FA, vendar razlika ni statisticno

znacilna.
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Slika 15: Graficni prikaz povprecne relativne metabolne aktivnosti LCL s standardno deviacijo v
odvisnosti od koncentracije spojine, vrste spojine (folna kislina (FA) ali 5-metiltetrahidrofolat
(5-Me-THF)) in genotipa MTHFR 1298.

A) Metabolna aktivnost LCL v odvisnosti od koncentracije spojine in genotipa MTHFR 1298. B)
Metabolna aktivnost LCL v odvisnosti od genotipa MTHFR 1298 in vrste spojine.

Statisticno znacilen vpliv je bil prisoten pri kombinaciji MTHFR genotipov 677 in 1298
glede na pri¢akovano encimsko aktivnost (p = 0,015) in koncentraciji spojine (p < 0,001),
medtem ko vrsta spojine nima statisti¢éno znacilnega vpliva na metabolno aktivnost celic.
Uspeli smo dokazati, da je metabolna aktivnost celic statisti¢no znacilno vecja pri MTHFR
genotipu z < 60 % encimske aktivnosti, kar Se posebej pride do izraza pri koncentraciji FA
oziroma 5-Me-THF nad 25 nM. Prisotna je statisticno znacilna interakcija med genotipom
in koncentracijo spojine (p = 0,007), kar nakazuje, da imajo razli¢ne koncentracije spojine
drugacen vpliv na metabolno aktivnost celic z genotipom, z encimsko aktivnostjo manjso ali
vecjo kot 60 %. Iz grafa je razvidno, da je pri visjih koncentracijah spojine metabolna
aktivnost celic pri MTHFR genotipu z > 60 % encimske aktivnosti MTHFR izrazito nizja v
primerjavi z genotipom MTHFR z < 60 % encimske aktivnosti. Statisti¢cno znacilna

interakcija med koncentracijo spojine in vrsto spojine ni prisotna (p = 0,918) (Slika 16).
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Slika 16: Graficni prikaz povprecne relativne metabolne aktivnosti LCL s standardno deviacijo v
odvisnosti od koncentracije spojine, vrste spojine (folna kislina (FA) ali 5-metiltetrahidrofolat
(5-Me-THF)) in genotipa MTHFR (predvidena encimska aktivnost > 60 % in < 60 %).

A) Metabolna aktivnost LCL v odvisnosti od koncentracije spojine in genotipa MTHFR encimska
aktivnost. B) Metabolna aktivnost LCL v odvisnosti od genotipa MTHFR encimska aktivnost in vrste
spojine. Kombinacija MTHFR genotipov 677 in 1298 glede na pricakovano encimsko aktivnost:
MTHFR encimska aktivnost < 60 %: MTHFR 677 TT/ MTHFR 1298 AA + MTHFR 677 CT/ MTHFR
1298 AC. MTHFR encimska aktivnost > 60 %: vse ostale kombinacije, MTHFR 677 CC/ MTHFR
1298 AA/AC/CC + MTHFR 677 CT/ MTHFR 1298 AC.

Na metabolno aktivnost statisti¢no pomembno vplivata genotip MTRR (aditivni, p < 0,001
in recesivni model, p < 0,001) in koncentracija spojine (p < 0,001). Statisti¢no znacilna
razlika v metabolni aktivnosti je prisotna med nemutiranim (AA) in mutiranim
homozigotnim genotipom (GG) (p = 0,003) ter mutiranim homozigotnim (GG) in
heterozigotnim genotipom (AG) (p < 0,001). Prisotna je statisti¢no znaéilna interakcija med
genotipom MTRR in koncentracijo spojine (aditivni, p < 0,001 in recesivni model, p < 0,001),
kar nakazuje, da imajo razli¢ne koncentracije spojine drugacen vpliv na metabolno aktivnost
celic s specifiénim genotipom MTRR. Celice z mutiranim homozigotnim genotipom (GG)
imajo v povpredju vi§jo metabolno aktivnost kot tiste s heterozigotnim (AG) ali
homozigotnim genotipom (AA) divjega tipa, Se posebej pri visjih koncentracijah FA ali
5-Me-THF (Slika 17A). Trend vecje metabolne aktivnosti je prisoten pri tretiranju celic s
5-Me-THF v primerjavi s FA, vendar ta razlika ni signifikantno znacilna (aditivni, p = 0,103;

recesivni, p = 0,182 in dominantni model, p = 0,194).
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Slika 17: Graficni prikaz povprecne relativne metabolne aktivnosti LCL s standardno deviacijo v
odvisnosti od koncentracije spojine, vrste spojine (folna kislina (FA) ali 5-metiltetrahidrofolat
(5-Me-THF)) in genotipa MTRR.

A) Metabolna aktivnost LCL v odvisnosti od koncentracije spojine in genotipa MTRR. B) Metabolna
aktivnost LCL v odvisnosti od genotipa MTRR in vrste spojine.

Pri genotipu MTHFDL vrsta spojine (aditivni, p = 0,476; recesivni, p = 0,476 in dominantni
model, p = 0,304) in genotip (p = 0,434) signifikantno ne vplivata na metabolno aktivnost
celic. Statisti¢no pomembna razlika v metabolni aktivnosti je bila dolo¢ena za koncentracijo
spojine (p < 0,001). Dominantnega modela nismo mogli uporabiti, saj nobena izmed LCL ni
imela nemutiranega homozigotnega genotipa (GG). Koncentracija spojine ima razli¢en vpliv
na metabolno aktivnost celic, ¢e med sabo primerjajmo mutirani homozigotni (AA) in
heterozigotni (GA) genotip. Pri vi§jih koncentracijah spojine (> 25 nM) imajo celice z
mutiranim homozigotnim genotipom (AA) vi§jo metabolno aktivnost kot tiste S
heterozigotnim genotipom (GA), vendar vpliv genotipa na metabolno aktivnost celic ni
signifikanten (Slika 18A). Visja metabolna aktivnost celic z mutiranim homozigotnim
genotipom (AA) je opazena pri tretiranju celic s 5-Me-THF v primerjavi s FA. Medtem ko
je pri celicah s heterozigotnim genotipom (GA) opazena visja metabolna aktivnost celic pri
tretiranju s FA v primerjavi s 5-Me-THF, vendar vpliv vrste spojine na metabolno aktivnost
celic ni signifikanten (Slika 18B). Statisti¢no znacilna interakcija med koncentracijo spojine
in genotipom MTHFD1 (p = 0,287) ni prisotna.
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Slika 18: Graficni prikaz povprecne relativne metabolne aktivnosti LCL s standardno deviacijo v
odvisnosti od koncentracije spojine, vrste spojine (folna kislina (FA) ali 5-metiltetrahidrofolat
(5-Me-THF)) in genotipa MTHFDL.

A) Metabolna aktivnost LCL v odvisnosti od koncentracije spojine in genotipa MTHFD1. B)
Metabolna aktivnost LCL v odvisnosti od genotipa MTHFD1 in vrste spojine.

Pri genotipu BHMT na metabolno aktivnost celic statisti¢no znacilno vpliva koncentracija
spojine (p < 0,001). Vpliv genotipa BHMT (p = 0,434) in vrste spojine (aditivni, p = 0,476;
recesivni, p = 0,304 in dominantni model, p = 0,476) na metabolno aktivnost celic ni bil
statisti¢no znacilen. Ker med izbranimi LCL ni bilo nobene linije s homozigotnim mutiranim
genotipom (AA), recesivnega modela ne moremo uporabiti. Prav tako ni bilo izmerjene
statisticno znacilne interakcije med vrsto spojine in genotipom BHMT (p = 0,384) ter
koncentracijo spojine in genotipom BHMT (p = 0,287). Pri visjih koncentracijah spojine (>
25 nM) (Slika 19A) je metabolna aktivnost celic visja pri nemutiranem homozigotnem
genotipu (GG) v primerjavi s heterozigotnim genotipom (GA), vendar razlika ni statisti¢no
znacCilna. Pri tretiranju celic s 5-Me-THF je opaZena vi§ja metabolna aktivnost celic pri
nemutiranem homozigotnem genotipu (GG) v primerjavi s heterozigotnim genotipom (GA)
(Slika 19B). Medtem ko je pri tretiranju celic s FA visja metabolna aktivnost celic opazena
pri heterozigotnem genotipu (GA) v primerjavi z nemutiranim homozigotnim genotipom

(GG), vendar ta razlika ni statisti¢no znacilna (Slika 19B).
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Slika 19: Graficni prikaz povprecne relativne metabolne aktivnosti LCL s standardno deviacijo v
odvisnosti od koncentracije spojine, vrste spojine (folna kislina (FA) ali 5-metiltetrahidrofolat
(5-Me-THF)) in genotipa BHMT.

A) Metabolna aktivnost LCL v odvisnosti od koncentracije spojine in genotipa BHMT. B) Metabolna
aktivnost LCL v odvisnosti od genotipa BHMT in vrste spojine.

Statisticno pomembna razlika v metabolni aktivnosti celic glede na genotip GNMT je
prisotna za aditivni (p = 0,048) in dominantni (p = 0,021) model. Na metabolno aktivnost
statisticno znacilno vpilva tudi koncentracija spojine (p < 0,001), medtem ko vrsta spojine
nima statisti¢nega vpliva (aditivni, p = 0,622; recesivni, p = 0,900 in dominantni model, p =
0,351). Interakcija genotipa GNMT in koncentracije spojine je statisticno znacilna pri
dominantnem modelu (p = 0,029). Iz grafa (Slika 20A) lahko razberemo, da je pri visjih
koncentracijah spojine (> 25 nM) porast metabolne aktivnosti celic izrazitej$i pri
nemutiranem homozigotnem genotipu (CC). Ceprav vpliv vrste spojine ni statisti¢no
znacilen, imajo celice mutiranega homozigotnega genotipa (TT) vi§jo metabolno aktivnost
pri dodatku FA v primerjavi s 5-Me-THF. Medtem ko imajo celice nemutiranega
homozigotnega genotipa (CC) in heterozigotnega genotipa (CT) vi§jo metabolno aktivnost

pri dodatku 5-Me-THF v primerjavi s FA (Slika 20B).
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Slika 20: Graficni prikaz povprecne relativne metabolne aktivnosti LCL s standardno deviacijo v
odvisnosti od koncentracije spojine, vrste spojine (folna kislina (FA) ali 5-metiltetrahidrofolat
(5-Me-THF)) in genotipa GNMT.

A) Metabolna aktivnost LCL v odvisnosti od koncentracije spojine in genotipa GNMT. B) Metabolna
aktivnost LCL v odvisnosti od genotipa GNMT in vrste spojine.

Pri DNMT3B ni prisotnega signifikantnega vpliva vrste spojine na metabolno aktivnost
celic, vendar je vpliv genotipa DNMT3B na metabolno aktivnost celic signifikanten (aditivni,
p = 0,001 in recesivni model, p = 0,021). Med nemutiranim homozigotnim (CC) in
heterozigotnim genotipom (CT) (p = 0,011) ter mutiranim homozigotnim (TT) in
heterozigotnim genotipom (CT) (p = 0,001) je prisotna signifikantna razlika v metabolni
aktivnosti celic glede na koncentracijo spojine. Iz grafa (Slika 21A) je razvidno, da imajo
heterozigoti (CT) vi§jo metabolno aktivnost kot ostala dva genotipa, Se posebej pri visjih
koncentracijah spojine, vendar ni prisotne signifikantne razlike glede na vrsto spojine
(aditivni, p = 0,400; recesivni, p = 0,351 in dominantni model, p = 0,846) (Slika 21B).
Ugotovili smo, da ima koncentracija spojine vpliv v aditivnem (p < 0,001), recesivnem (p =
0,001) in dominantnem modelu (p < 0,001). Prav tako je prisotna interakcija med genotipom
in koncentracijo spojine, ki je signifikantna za aditivni (p < 0,001) in recesivni model
kodiranja genotipa DNMT3B (p = 0,029). Iz grafa (Slika 21B) lahko vidimo, da imajo celice
z nemutiranim homozigotnim genotipom (CC) visjo metabolno aktivnost, kadar so tretirane
s FA, v primerjavi s 5-Me-THF ter da imajo celice s heterozigotnim (CT) in mutiranim
homozigotnim genotipom (TT) visjo metabolno aktivnost, kadar so tretirane s 5-Me-THF v

primerjavi s FA, vendar razlike niso statisti¢no znacilne.
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Slika 21: Graficni prikaz povprecne relativne metabolne aktivnosti LCL s standardno deviacijo v
odvisnosti od koncentracije spojine, vrste spojine (folna kislina (FA) ali 5-metiltetrahidrofolat
(5-Me-THF)) in genotipa DNMT3B.

A) Metabolna aktivnost LCL v odvisnosti od koncentracije spojine in genotipa DNMT3B. B)
Metabolna aktivnost LCL v odvisnosti od genotipa DNMT3B in vrste spojine.

Na metabolno aktivnost izbranih LCL znacilno vpliva tudi genotip FPGS (aditiven,
p < 0,001; recesiven, p < 0,001 in dominanten model, p = 0,017), statisti¢no znacilna razlika
v metabolni aktivnosti celic je prisotna med nemutiranim (CC) in mutiranim (TT)
homozigotnim genotipom (p < 0,001) ter mutiranim homozigotnim (TT) in heterozigotnim
(CT) genotipom (p < 0,001). Iz grafa je razvidno (Slika 22B), da je metabolna aktivnost celic
najvi$ja pri mutiranem homozigotnem (TT) genotipu FPGS, medtem ko ucinek vrste Spojine
na metabolno aktivnost ni bil signifikanten (aditivni, p = 0,212; recesivni, p = 0,182 in
dominantni model, p = 0,427). Prisoten pa je signifikanten vpliv koncentracije spojine na
metabolno aktivnost (p < 0,001) (Slika 22A), prav tako je prisotna statisti¢éno znacilna
interakcija med genotipom encima FPGS (aditivni, p < 0,001; recesivni, p < 0,001 in
dominantni model, p = 0,029) ter koncentracijo spojine (Slika 22A). Iz grafa (Slika 22A)
lahko razberemo, da je pri vi§jih koncentracijah spojine metabolna aktivnost celic
mutiranega homozigotnega genotipa (TT) signifikantno ve¢ja v primerjavi z nemutiranim
homozigotnim genotipom (CC) (p < 0,001) ali heterozigotnim genotipom (CT) (p < 0,001).
Na sliki 22B je viden trend vecje metabolne aktivnosti pri tretiranju celic s 5-Me-THF v

primerjavi s FA, vendar ta razlika ni statisti¢no znacilna.
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Slika 22: Graficni prikaz povprecne relativne metabolne aktivnosti LCL s standardno deviacijo v
odvisnosti od koncentracije spojine, vrste spojine (folna kislina (FA) ali 5-metiltetrahidrofolat
(5-Me-THF)) in genotipa FPGS.

A) Metabolna aktivnost LCL v odvisnosti od koncentracije spojine in genotipa FPGS. B) Metabolna
aktivnost LCL v odvisnosti od genotipa FPGS in vrste spojine.

Na metabolno aktivnost celic statisti¢éno znacilno vpliva tudi genotip DHFR (aditiven, p =
0,007 in dominanten model, p = 0,007), medtem ko recesivhega modela ne moremo
uporabiti, saj nobena izmed LCL ni imela mutiranega homozigotnega genotipa (AA). Na
metabolno aktivnost celic signifikantno vpliva koncentracija spojine (p < 0,001) in prihaja
do interakcije med koncentracijo spojine in genotipom DHFR (p = 0,001). Celice s
heterozigotnim genotipom (CA) imajo v povprecju vi§jo metabolno aktivnost kot tiste z
nemutiranim homozigotnim genotipom (CC) (Slika 23A), Se posebej pri visjih
koncentracijah spojine. Trend vi§je metabolne aktivnosti celic po dodatku 5-Me-THF v

primerjavi s FA je viden na Sliki 23B, venda razlika ni statisti¢no znacilna (p = 0,276).

Statisticno znacilne razlike so prisotne tudi pri polimorfizmu prenasalca SLC19A1.
Statistiéno pomembna razlika v metabolni aktivnosti celic je prisotna glede na koncentracijo
spojine v vseh genetskih modelih SLC19A1 (aditivni, recesivni in dominantni; p < 0,001).
Prav tako ima genotip SLC19A1 znacilen vpliv na metabolno aktivnost celic v aditivnem (p
=0,002), recesivnem (p = 0,043) in dominantnem modelu (p < 0,001). V aditivnem modelu
genotipa SLC19A1 je metabolna aktivnost celic z nemutiranim homozigotnim genotipom
(GQ) statisticno znacilno (p = 0,032) ve¢ja v primerjavi z mutiranim homozigotnim
genotipom (AA) pri visjih koncentracijah spojine (> 25 nM) (Slika 24A). Prav tako je
statisticno znacilna razlika v metabolni aktivnosti prisotna, ¢e med seboj primerjamo

nemutirani homozigotni in heterozigotni genotip (p = 0,044) (Slika 24A). Pri genotipu
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SLC19A1 prihaja do interakcije med koncentracijo spojine in genotipom (dominantni model,
p = 0,007). Kljub opaznemu trendu vecje metabolne aktivnosti celic po dodatku 5-Me-THF
pa statisti¢no znacilnega vpliva vrste spojine (aditivni, p = 0,311; recesivni, p = 0,292 in
dominantni model, p = 0,303) nismo dokazali (Slika 24B).
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Slika 23: Graficni prikaz povprecne relativne metabolne aktivnosti LCL s standardno deviacijo v
odvisnosti od koncentracije spojine, vrste spojine (folna kislina (FA) ali 5-metiltetrahidrofolat
(5-Me-THF)) in genotipa DHFR.

A) Metabolna aktivnost LCL v odvisnosti od koncentracije spojine in genotipa DHFR. B) Metabolna
aktivnost LCL v odvisnosti od genotipa DHFR in vrste spojine.
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Slika 24: Graficni prikaz povprecne relativne metabolne aktivnosti LCL s standardno deviacijo v
odvisnosti od koncentracije spojine, vrste spojine (folna kislina (FA) ali 5-metiltetrahidrofolat
(5-Me-THF)) in genotipa SLC19A1.

A) Metabolna aktivnost LCL v odvisnosti od koncentracije spojine in genotipa SLC19A1. B)
Metabolna aktivnost LCL v odvisnosti od genotipa SLC19AL1 in vrste spojine.
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4.2 STUDIJA PAROV OTROK Z OFC IN ZDRAVIH
SOROJENCEV
4.2.1 OKOLJSKI DEJAVNIKI TVEGANJA ZA OFC

V tem podpoglavju bomo predstavili statisticne analize podatkov, pridobljene z anketnim
vprasalnikom. V ta del analize je bilo vkljucenih 122 parov otrok z OFC in njihovih zdravih
sorojencev. Zaradi boljSe preglednosti so rezultati lo¢eno prikazani za numeri¢ne

spremenljivke (Preglednica VII) in loCeno za kategori¢ne (Preglednica VIII).

Povprecna starost matere ob zanositvi je bila v skladu s pri¢akovanji statisti¢no znacilno
vi§ja (p = 0,009) ob rojstvu otroka z OFC (29,27 leta) kot ob rojstvu zdravega sorojenca
(27,75 leta). Statisti¢no znacilne razlike so bile opazene tudi v letnici rojstva otroka z ali
brez OFC (p = 0,013) (Preglednica VII). Pri OFC izidu nosecnosti je letnica rojstva znacilno
visja (kronolosko kasnej$a) v primerjavi z letnico rojstva zdravega sorojenca. Znano je, da
pojavitev prirojenih okvar naras¢a z naras¢anjem starosti matere ob zanositvi. V nasi studiji
smo zeleli opredeliti vpliv starosti matere ob zanositvi na pojav OFC. Opazili smo, da je
starost matere v povprecju za 1-2 leti visja ob OFC nose¢nosti v primerjavi s starostjo ob
normalni nose¢nosti. Sklepamo, da je moznost nastanka OFC ve¢ja v kasnejSih nosecnostih,
kar se odrazi z znacilno vi§jo letnico OFC otroka in starejSo mamo. Pomembnost
kronoloskega sosledja rojstev na pojavnost OFC je preuceval Viera s sodelavci. Ugotovil je
povezavo med naras¢ajo¢im vrstnim redom rojstev (druzine s 4 ali ve¢ otroki) in pojavnostjo
OFC. Otroci s kasnej$im vrstnim redom rojstva imajo vecjo verjetnost za pojavitev OFC (61,
86). Tolorova s sodelavci poroca, da se z vsako naslednjo nosecnostjo tveganje za razvoj
obraznih malformacij poveca tudi do 5 % (48). Vpliv starosti matere na pojavnost OFC pri
otroku so preucevale Stevilne Studije, vendar so si rezultati precej neskladni. Dolocene
Studije vpliva starosti matere na pojavnost OFC niso dokazale (63) ali so v povezavi z nizkim
SES prisli njihovi avtorji do zakljuckov, da imajo mlade matere znacilno visje tveganje za
OFC (61, 62). Herkrat in sodelavci so v svoji raziskavi opazili, da imajo Zenske, Ki so stare
40 let in ve¢, 1,5-krat vecjo verjetnost za rojstvo otroka z OFC (87). Prav tako so Bille s
sodelavci in Gil da Silva Lopez s sodelavci v njunih raziskavah odkrili pomemben vpliv
starosti matere in oceta na razvoj OFC (59, 64). Bille s sodelavci je preuceval matere v
starostnih skupinah od 20 let do 40 let in oCete v starostnih skupinah od 20 let do 50 let.
Ugotovil je, da se glede na materino starost dejavnik tveganja v desetih letih za CL in CLP
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poveca 1,2-krat in za CP 1,16-kart. Glede na oc¢etovo starost se dejavnik tveganja za CL in
CLP poveca 1,12-krat in za CP 1,2-krat (59).

Med obema skupinama, zdravo in OFC nose¢nostjo, nismo opazili statisticno znacilne
razlike v telesni teZi matere ob zanositvi (Preglednica VII). Do podobnih ugotovitev je
prisel tudi Yong s sodelavci, ki prav tako ni opazil vplva prekomerne telesne teze med
nosefnostjo v povezavi z nizjim SES in pojavitvijo OFC (58). Nekateri avtorji
predpostavljajo, da debelost s prekomernim kopicenjem mascobe in vzpostavitvijo
kroni¢nega vnetja, pri katerem se spro$¢ajo vnetni citokini iz adipocitov, v ¢asu nose¢nosti
lahko pomembno vpliva na embrionalni razvoj. Zaradi patoloSkega porasta izloCanja
citokinov iz adipocitov pride do infiltracije imunskih celic v masc¢obno tkivo, kar v telesu
vodi do blagega kroni¢nega vnetja. Prav tako debelost na razvoj OFC vpliva indirektno; v
mascobnem tkivu se lahko nakopicijo razli¢ni polutanti in toksini, kot na primer dioksin, ki
je dokazan dejavnik tveganja nastanka CP pri miSih. V ¢asu nosecnosti pride do spros¢anja
nakopicenih toksinov iz mas¢obnega tkiva, kar vpliva na razvoj ploda (88).

Preglednica VII: Prikaz srednjih vrednosti preucevanih numericnih spremenljivk in
rezultatov osnovne statisticne analize.

Pri starosti matere ob zanositvi (normalna porazdelitev) smo kot mero srednje vrednosti
uporabili povprecno vrednost + standardna deviacija, za ostali dve spremenljivki pa
mediano z navedeno minimalno in maksimalno vrednostjo. *Za testiranje vpliva starosti

(normalna porazdelitev) smo uporabili parametricni odvisni t-test, za ostali dve
spremenljivki (nenormalna porazdelitev) pa Wilcoxon Rank test za odvisne vzorce. N = 122,

Srednja vrednost
Spremenljivka Zdrava nosecnost OFC nosecnost p*
Letnica rojstva otroka 2006 (1987; 2013) 2007 (1991; 2014) 0,013
Starost matere ob zanositvi {leta} 27,75 £ 0,51 29,27+ 0,44 0,009
Teza matere ob zanositvi {kg} 62 (40; 103) 61 (48; 100) 0,131

Sledila je analiza nekaterih okoljskih dejavnikov tveganja za OFC, ki so razvr$éeni v dve ali
vec kategorij, navedenih v Preglednici VIII. Statisti¢no znacilna razlika med zdravo in OFC
nosecnostjo je bila prisotna pri jemanju zdravil (razen protiepilepti¢nih zdravil) med
noseénostjo (p = 0,029), zvisani telesni temperaturi (> 38 °C) v prvem trimesecju (p = 0,002)

in rednostjo jemanja folatnih pripravkov (p = 0,033).
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Sladkorna bolezen (tip 1 in 2) v €asu nosecnosti je znan dejavnik prirojenih nepravilnosti
ploda. Prirojene okvare otrok se pri materah s sladkorno boleznijo pojavljajo priblizno 3- do
5-krat pogosteje v primerjavi z materami brez sladkorne bolezni (89). Ker prevalenca
diabetesa v svetovni populaciji naras¢a, smo zeleli preveriti njegov doprinos k razvoju OFC.
Vpliva prednosecniskega diabetesa na pojavnost OFC nismo mogli oceniti, saj ni bilo
nobene matere, ki bi imela ob zdravi ali OFC nosecnosti prisotno sladkorno bolezen (tip 1
in 2). O povecanem tveganju OFC ploda v povezavi s prednosecnisko sladkorno boleznijo
porocajo Spilson s sodelavci, ki so uspeli dokazati, da imajo sladkorne bolnice do 1,4-krat
vecje tveganje (67). Prav tako je 0 2,2-krat ve¢jem tveganju za CL in CLP poroc¢al Miller s
sodelavci (88). Kljub temu da mehanizem teratogenega delovanja diabetesa ni dobro poznan,
vemo, da ima pomembo vlogo hipoksi¢en in oksidativni stres, ki nastane zaradi materine
hipoglikemije ali hiperglikemije v obdobju embriogeneze (67, 88). Pri preucevanju
nosecniskega (gestacijskega) diabetesa nismo odkrili statisticno pomembne povezave z
OFC. Medtem ko Correa in sodelavci poroc¢ajo o 1,5-krat ve¢jem tveganju za razvoj OFC
pri materah z gestacijskem diabetesom, Miller s sodelavci in Janssen s sodelavci niso
dokazali vpliva gestacijskega diabetesa (88, 90, 91). Razvoj gestacijskega diabetesa v drugi
polovici nosecnosti pojasni nesignifikantni vpliv na razvoj OFC, ki se pri plodu razvije v

prvih dveh mesecih nosecnosti (88).

Prav tako se spol otroka med zdravo in OFC nosec&nostjo ni razlikoval. Ceprav so v brazilski
populacijski Studiji dokazali, da se CP pogosteje pojavlja pri Zenskah, CL in CLP pa je
pogostejSa oblika OFC pri moskem spolu. Pri moSkem spolu so ugotovili 2,2-krat vecji
dejavnik tveganja za CL v primerjavi s CP kot pri zenskem spolu (92). Do enakih izsledkov
je priSel Mossey s sodelavci in dokazal, da je taka razporeditev med spoloma prisotna v vseh
populacijah. Za kavkazijsko populacijo so dolo¢ili razmerje med spoloma za CL/CLP, moski
. Zenska, ki znasa 2 : 1 (57, 93). Razli¢no zastopanost oblik OFC med spoloma tezko
pojasnimo, sklepamo, da imajo Se nepoznane razlike med spoloma v ¢asu embrionalnega
razvoja vlogo pri orofacialnem razvoju. Zvisana telesna temperatura (> 38 °C) v prvem
trimesec¢ju (p = 0,002) je povezana s pojavom OFC, saj je deleZ tovrstnega dogodka visji
pri OFC nosecnosti kot pri normalni nose¢nosti, medtem ko ni bilo prisotnih signifikantnih
razlik med zdravo in OFC nosecnostjo v uporabi savne v prvem trimesecju nosecnosti.
PoviSano telesno temperaturo med nosecnostjo uvrS¢amo med teratogene dejavnike.
Povisana telesna temperatura je med nosecnostjo kar pogost pojav. V ¢asu nosecnosti naj bi

bila priblizno vsaka peta nosecnica vsaj enkrat izpostavljena poviSani telesni temperaturi.
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Hipertermija v telesu inducira ekspresijo proteinov toplotnega $oka. Ce odgovor na toplotni
Sok prevlada nad normalno celicno aktivnostjo, lahko hipertermija vodi do nastanka
prirojenih okvar ploda. Dreier je s sodelavci dokazal, da se pogostost prirojenih okvar ploda
ob prisotnosti hipertermije v prvem trimesecju lahko poveca tudi do 3-krat (73). V nasi
Studiji smo ugotovili, da je bila pri OFC nosecnosti skoraj 5-krat pogostej$a povisana telesna
temperatura v prvem trimesecju nosecnosti v primerjavi z zdravo nosecnostjo. Smiselno bi
bilo, da bi v na§ anketni vprasalnik vkljucili tudi vpraSanje, ali so matere povisano telesno

temperaturo v ¢asu nosecnosti znizevale.

Ugotovili smo tudi, da se med zdravo in OFC nose¢nostjo pojavljajo statisticno znacilne
razlike v rednosti jemanja folatnih pripravkov (p = 0,033). Pri OFC nose¢nostih je bil
opazen vecji deleZ zmernega in nizkega vnosa v primerjavi z zdravo nosecnostjo. V Casu
raziskave med otroki z OFC in njihovimi zdravimi sorojenci razlik nismo opazili pri:
jemanju folatnih pripravkov pred zanositvijo, jemanju folatnih pripravkov v prvem
trimese¢ju in zacetkom jemanja folatnih pripravkov v nose¢nosti. Z vprasalnikom smo
zeleli preveriti, ali je prisotna statistiéno pomembna razlika med zdravo in OFC nosec¢nostjo
glede na tip folatnih pripravkov, ki jih je mati jemala pred zanositvijo in v prvem
trimesecju nose¢nosti. Zanimalo nas je, ali je prisotna statisticno pomembna razlika med
folno Kislino in njeno aktivno obliko, metafolinom, ker pa nobena mati ni jemala metafolina,
te spremenljivke nismo mogli preveriti. Prav tako nismo dokazali vpliva jemanja drugih
prehranskih dopolnil na nastanek OFC. V skladu z literaturo smo v nasi Studiji
pricakovali zaS€itno vlogo folatnih in multivitaminskih pripravkov pri razvoju OFC.
Statisti¢no znalilne razlike smo izmerili pri rednem jemanju folatnih pripravkov, kar
nakazuje na pri¢akovani vpliv folata, vendar samega vpliva v nasi populaciji nismo dokazali.
Dobljene rezultate bi lahko pojasnili z naravo izpolnjevanja anketnega vprasalnika in
majhnostjo vzorca, smiselno bi bilo nekoliko preoblikovati in dopolniti vprasanja o jemanju
folatnih pripravkov. Zavedati se moramo, da je izpolnjevanje vprasanj temeljilo na lastni
presoji in osebni validaciji mater. V nacionalni norveski $tudiji poro¢ajo o zmanj$anem
tveganju za nastanek OFC ob jemanju folatnih pripravkov v kombinaciji s folati bogato
hrano za priblizno tretjino (94). Do podobnih zaklju¢kov je prisla tudi Wilcoxonova
raziskovalna skupina, ki je preiskovala zascitni uc¢inek folne kisline v zgodnji nosecnosti
(95). Obrazne malformacije se razvijejo do 2. meseca nosecnosti, zato smo se osredotocili
tudi na Casovni okvir jemanja folatnih pripravkov. Pomembnost preskrbe matere s folno

kislino do 4 tedne pred nose¢nostjo in do 12. tedna nosecnosti so dokazali Johnson s
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sodelavci in Kelly s sodelavci (96, 97, 98). Zato zenskam v rodni dobi, ki nacrtujejo
nosecnost, Svetujejo jemanje folatnih pripravkov, 400 pg dnevno do 12. tedna nosecnosti.
Little in sodelavci so v $tudiji populacije z visokim deleZzem NTD Zeleli preveriti vpliv
folatov na pojavnost OFC. Rezultati Studije niso pokazali signifikantnega vpliva folatnih
pripravkov ali s folatom bogate hrane (98). Sklepamo, da imata genetska predispozicija in
pozitivna druzinska anemneza pomemben in v primerjavi z zas¢itno vlogo folata vecji vpliv
na pojavnost malformacij. Znano je, da v ¢asu nosecnosti vitamini in minerali vplivajo na
formacijo ploda. Vujkovic in sodelavci ugotavljajo pomemben vpliv prehrane na nose¢nost
in posledi¢nega vnosa folne kisline, vitaminov in mikroelementov. Ugotovili so signifikantni
vpliv vzhodnega nacina prehranjevanja (velik vnos mesa, pice, krompirja in nizek vnos
sadja) na vecjo pojavnost OFC (99). Hozyasz s sodelavci je dokazal vpliv zmanjSane
serumske koncentracije cinka in poviSane vrednosti serumskega bakra na patoetiologijo
OFC (100). Zaklju¢imo lahko, da folna kislina predstavlja pomemben dejavnik tveganja za
razvoj obraznih malformacij, vendar ne smemo zanemariti kumulativnega ucinka

multivitaminov in mineralov v sklopu raznolike prehrane.

Statisti¢no znacilna razlika med zdravo in OFC nosecnostjo je bila prisotna pri jemanju
drugih zdravil med nosec¢nostjo (p = 0,029). Delez mater, ki so jemale zdravila med
nosecnostjo, je bil ve¢ji med OFC nose€nostjo. Vpliva protiepilepti¢ne terapije na
nastanek OFC v nasi $tudiji nismo dokazali. Najverjetneje vpliva jemanja protiepilepti¢nih
zdravil v ¢asu nosecnosti nismo dokazali (kot nekatere druge Studije) zaradi premajhnega
Stevila sodelujoc¢ih in posledi¢no premajhne statisticne moci testiranja. V Studijo je bila
vkljuéena le ena mati z uvedeno protiepileptiéno terapijo. Stevilne kemikalije, strupi,
pesticidi, droge in zdravila so znani teratogeni dejavniki tveganja prirojenih nepravilnosti.
Izpostavljenost razli€nim teratogenim snovem v ¢asu nosecnosti lahko pomembno vpliva na
pojavitev OFC. Med teratogene dejavnike uvrS¢amo tudi nekatere protiepileptike,
kortikosteroide in zdravila, vpletena v kroni¢ni bolecinski sindrom (diazepam,
benzodiazepam) (65). Stevilne raziskave so preiskovale varnost uporabe protiepilepti¢nih
zdravil in priSle do zakljuckov, da doloceni tradicionalni protiepileptiki delujejo teratogeno
in vplivajo na razvoj malformacij ploda. Veroniki s sodelavci je z meta-analizo dokazala
statisticni vpliv fenobarbitala, fenotoina, valprota, pirimidona, topiromata in etosukcimida
na pojavnost obraznih malformacij. Prav tako so v raziskavi zeleli preveriti protiepilepti¢na
zdravila nove generacije (lamotrigin in levetiracetam) in dokazali varnost njihove uporabe

med nosec¢nostjo (68).
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Pricakovano statisti¢no znacilne razlike med zdravo in OFC nose¢nostjo nismo opazili pri

prisotnosti drugih kroni¢nih obolenj matere, saj je bila kroni¢na bolezen v veéini primerov

prisotna v obeh nosecnostih.

Preglednica VIII: Prikaz Stevila in frekvenc izidov v posameznih kategorijah preucevanih
kategoricnih spremenljivk okoljskih dejavnikov tveganja za OFC ter prikaz rezultatov

osnovne statisticne analize.

* Za testiranje razlik odvisnih vzorcev, razvrscenih v dve kategoriji, Smo uporabili odvisni
McNemarjev test. Marginalni test homogenosti pa smo uporabili za testiranje odvisnih
vzorcev, razvrscenih v vec kot dve kategoriji. N = 122.** Pri spremnljivkah: tip folatnih
pripravkov v prvem trimesecju in rednost jemanja folatnih pripravkov je N < 122 zaradi

manjkajocih podatkov.

Zdrava OFC
Spremenljivka Izid nosefnost  nosecnost p*
n (%) n (%)

Moski 58 (47,5) 70 (57,4) 0,156
Spol otroka Jenska 64 (525) 52 (42.6)
Prednosecniski diabetes gz 32((2))(100) (1)2(%)(100) 1

Ne 115(94,3) 111 (91) 0,388
Nosecniski diabetes

Da 7(5,7) 11 (9)
Druga kroni¢na bolezen matere gz 128({?85)5 ) 126(1(261;9 ) 0625
Protiepilepti¢na terapija v Ne 121(99,2) 121 (99,2) 1
nosecnosti Da 1(0,8) 1(0,8)
Druga zdravila med nose¢nostjo gz 2; gé% ;(2) 82; 0.029
PoviSana telesna temperatura Ne 118 (96,7) 102 (83,6) 0,002
> 38 °C v prvem trimesecju Da 4 (3,3) 20 (16,4)
Savna v prvem trimesecju Ne 122 (100) 120 (98,4) 0,500

Da 0 (0) 2(1,6)
Jemanije folatnih pripravkov Ne 91 (74,6) 88 (72,1) 0,719
pred zanositvijo Da 31 (25,4) 34 (27,9)
Jemanije folatnih pripravkovv ~ Ne 50 (41,0) 47 (38,5) 0,629
prvem trimesecju Da 72 (59,0) 75 (61,5)
Tip folatnih pripravkov v Folna kislina 46 (100) 55 (100) 1
prvem trimesecju** Metafolin 0 (0) 0 (0)

Prej kot 3tedne 57 (46,7) 55 (45,1)

po zanositvi
Zatetek jemanja folatnih Kaneelots 15123 22180) - 27D
pripravkov v nosec¢nosti Z7anositvi

Brez  folatnih 50 (41,0) 45 (36,9)

pripravkov

Visoka 68 (94,4) 69 (89,6)
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Zdrava OFC
Spremenljivka Izid noseénost  nosecnost p*
n (%) n (%)
Rednost jemanja folatnih Zmerna 1(1,4) 3(3,9) 0,033
pripravkov** Nizka 3(4,2) 5 (6,5)
Ne 105 (86,1) 105 (86,1)
i Multivitamini 8 (6,6) 1(0,8)
Druga prehranska dopoinila“inerali s, vy 7 (5.7) 7(5.7) 0310
L Omega 3 1(0,8) 5 (4,1)
Ostalo 1(0,8) 4 (3,3)

4.2.2 GENETSKI DEJAVNIKI TVEGANJA ZA OFC
V prvi stopnji analize rezultatov genotipizacije desetih polimorfizmov v devetih genov,
katerih produkti sodelujejo pri presnovi folatov, smo za vsakega izmed polimorfizmov

naredili tri razli¢ne genetske modele izrazanja alelov, ki bi lahko bili vpleteni v nastanek

OFC, enako kot pri LCL.

Rezultati statisti€ne analize kaZejo, da je med sorojenci z in brez OFC prisotna statisti¢no
znacilna razlika v razporeditvi genotipov za polimorfizem MTHFR 677 (rs1801133),
MTHFR 1298 (rs1801131) in polimorfizem GNMT (rs10948059). Za polimorfizme v genih
MTRR (rs1801394), MTHFD1 (rs2236225), BHMT (rs3733890), DNMT3B (rs2424913),
FPGS (rs1544105), DHFR (rs1677693) in SLC19A1 (rs1051266) statisti¢no znacilne razlike
v razporeditvi genotipov med skupinama nismo odkrili (Preglednica IX, Preglednica X,

Preglednica XI).

Statisticno znacilna razlika v razporeditvi genotipov za polimorfizem MTHFR 677
(rs1801133) je bila ugotovljena za aditivni (p = 0,002) in dominantni (p = 0,019) model. 1z
grafa (Slika 25) vidimo, da je odstotkovno vecji delez nemutiranih homozigotov (CC)
(47,7 %) in mutiranih homozigotov (TT) (27,3 %) prisoten pri zdravih sorojencih. Medtem
ko je pri otrocih z OFC izidom prisoten ve¢ji delez heterozigotov (CT) (58,1 %), pri
dominantnem modelu vidimo (Slika 26), da je delez nemutiranih homozigotov (CC) vegji
pri zdravih sorojencih, delez mutiranih homozigotov (TT) in heterozigotov (CT) pa je vecji
pri OFC otrocih. Sklepamo lahko, da imajo nemutirani homozigoti (CC) manjse tveganje za

nastanek OFC, medtem ko prisotnost vsaj enega mutiranega alela (T) to tveganje poveca.

53



MTHFR 677_aditivni

m CC_wt_homozigot
® TT_mut_homozigot
= CT_heterozigot

Zdrav OFC
Sorojenci

100%
90%
80%
70%
60%

50%

Odstotek

40%
30%
20%

10%

0%

Slika 25: Stolpicni diagram prikazuje razporeditev MTHER 677 genotipa, aditivno pri otrocih z OFC
in njihovih zdravih sorojencih.

MTHFR 677_dominantni

100%
90%
80%
70% m CC_wt_homozigot
60%
50% u TT,CT_mut_homozigot+
heterozigot

40%
30%
20%
10%

0%

Zdrav S OFC

Slika 26: Stolpicni diagram prikazuje razporeditev MTHFR 677 genotipa, dominantno pri otrocih z
OFC in njihovih zdravih sorojencih

Odstotek

orojenci
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Prav tako je bila za polimorfizem MTHFR 1298 (rs1801131) ugotovljena statisti¢na razlika
v razporeditvi genotipov med zdravo in OFC skupino otrok za aditivni model izrazanja
alelov (p = 0,005). Iz grafa (Slika 27) vidimo, da je ve¢ji delez nemutiranih homozigotov
(AA) (68,2 %) in mutiranih homozigotov (CC) (22,7 %) prisoten pri zdravih sorojencih,
vedji delez heterozigotov (AC) pa je prisoten pri otrocih z OFC (39,5 %).

MTHFR 1298 aditivni
100%
90%
80%
70%
mAA_wt_homozigot

60%

50% ® CC_mut_homozigot

Odstotek

40%
m AC_heterozigot
30%
20%
10%

0%
Zdrav OFC

Sorojenci

Slika 27: Stolpicni diagram prikazuje razporeditev MTHFR 1298 genotipa, aditivno pri otrocih z
OFC in njihovih zdravih sorojencih.

Do zanimivih rezultatov smo prisli pri analizi GNMT (rs10948059) polimorfizma, statisti¢na
razlika v razporeditvi genotipov med zdravo in OFC skupino otrok je bila prisotna pri
aditivnem (p = 0,002) in dominantnem modelu (p = 0,039). Razporeditev je dobro razvidna
iz grafa (Slika 28). Delez heterozigotov (CT) je veéji v zdravi (70,5 %) kot OFC skupini
otrok (53,5 %), medtem ko je delez nemutiranih homozigotov (CC) (27,9 %) ve¢ji pri OFC
otrocih. Po delezu heterozigotov med skupinama bi lahko sklepali na protektivno vlogo
heterozigota. 1z dominantnega modela porazdelitve (Slika 29) vidimo, da je delez
nemutiranih homozigotov (CC) pri OFC otrocih (27,9 %) skoraj za dvakrat vecji v
primerjavi z zdravimi sorojenci (11,4 %), iz ¢esar sklepamo, da prisotnost T alela zmanjsa

tveganje za nastanek OFC.
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GNMT _aditivni

m CC_wt_homozigot
B TT_mut_homozigot
u CT_heterozigot

Zdrav OFC
Sorojenci

100%
90%
80%
70%
60%
50%

Odstotek

40%
30%
20%
10%

0%

Slika 28: Stolpicni diagram prikazuje razporeditev GNMT genotipa, aditivno pri otrocih z OFC in
njihovih zdravih sorojencih.

GNMT _dominantni

100%
90%
80%
70% .
m CC_wt_homozigot
60%
m TT,CT_mut_homozigot+
50% heterozigot
40%
30%
20%
10%

0%
Zdrav OFC
Sorojenci

Odstotek

Slika 29: Stolpicni diagram prikazuje razporeditev GNMT genotipa, dominantno pri otrocih z OFC
in njihovih zdravih sorojencih.
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Preglednica IX: Prikaz Stevila in frekvenc genotipov za preucevane polimorfizme (aditivni
model in MTHFR encimska aktivnost) ter rezultati osnovne statisticne analize.

* Za testiranje razlik odvisnih vzorcev, razvrséenih v dve kategoriji (MTHFR encimska
aktivnost), smo uporabili odvisni McNemarjev test. Za testiranje ostalih odvisnih vzorcev
genov pa smo uporabili marginalni test homogenosti. MTHFR encimska aktivnost < 60 %:
MTHFR 677 TT/ 1298 AA + MTHFR 677 CT/ 1298 AC. MTHFR encimska aktivnost > 60
%: vse ostale kombinacije, MTHFR 677 CC/ 1298 AA/AC/CC + MTHFR 677 CT/ 1298 AC.
N = 44 parov sorojencev. ** Pri genotipizaciji zdravih sorojencev za gen SLC19A1 je zaradi
neuspesne genotipizacije N = 43.

Gen Genotip Zdrav sorojenec  Otrok zOFC

n (%) n (%)

MTHFR CcC 21 (47,7) 10 (22,7)
rs1801133 TT 12 (27,3) 8(18,2) 0,002
C>T CT 11 (25,0) 26 (59,1)

MTHFR AA 30 (68,2) 22 (50,0)
rs1801131 CcC 10 (22,7) 5(11,4) 0,005
A>C AC 4(9,1) 17 (38,6)

MTHFR > 60 % 30 (68,2) 25 (56,8) 0.523
encimska aktivnost <60 % 14 (31,8) 19 (43,2) ’
MTRR AA 8 (18,2) 10 (22,7)
rs1801394 GG 14 (31,8) 14 (31,8) 0,668
A>G AG 22 (50,0) 20 (45,5)

MTHFD1 GG 15 (34,1) 10 (22,7)
rs2236225 AA 15 (34,1) 14 (31,8) 0,145
G>A GA 14 (31,8) 20 (45,5)

BHMT GG 23 (52,3) 22 (50,0)
rs3733890 AA 7 (15,9) 5(11,4) 0,572
G>A GA 14 (31,8) 17 (38,6)

GNMT CcC 5(11,4) 12 (27,3)
rs10948059 TT 8 (18,2) 8 (18,2) 0,035
C>T CT 31 (70,5) 24 (54,5)

DNMT3B CcC 13 (29,5) 12 (27,3)
rs2424913 TT 12 (27,3) 11 (25,0) 0,655
C>T CT 19 (43,2) 21 (47,7)

FPGS CcC 12 (27,3) 18 (40,9)
rs1544105 TT 12 (27,3) 8 (18,2) 0,285
C>T CT 20 (45,5) 18 (40,9)

DHFR CcC 26 (59,1) 25 (56,8)

rs1677693 AA 6 (13,6) 4(9,1) 0,599
C>A CA 12 (27,3) 15 (34,1)
SLC19A1** GG 11 (25,6) 15 (34,1)

rs1051266 AA 7 (16,3) 10 (22,7) 0,208
G>A GA 25 (58,1) 19 (43,2)
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Preglednica X: Prikaz Stevila in frekvenc genotipov za preucevane polimorfizme (recesivni
model).

* Zatestiranje razlik odvisnih vzorcev smo uporabili odvisni McNemarjev test. N = 44 parov
sorojencev. ** Pri genotipizaciji zdravih sorojencev za gen SLC19A1 je zaradi neuspesne
genotipizacije N = 43.

Zdrav sorojenec  Otrok z OFC

Gen Genotip n (%) n (%) p*
MTHFR CC,CT 32 (72,7) 36 (81,8) 0.454
rs1801133 C>T TT 12 (27,3) 8 (18,2) ’
MTHFR AAS AC 34 (77,3) 39 (88,6) 0.227
rs1801131 A>C CcC 10 (22,7) 5(11,4) '
MTRR AA, AG 30 (68,2) 30 (68,2) 1,000
rs1801394 A>G GG 14 (31,8) 14 (31,8) ’
MTHFD1 GG, GA 29 (65,9) 30 (68,2) 1,000
rs2236225 G>A AA 15 (34,1) 14 (31,8) ’
BHMT GG, GA 37 (84,1) 39 (88,6) 0.500
rs3733890 G>A AA 7 (15,9) 5(11,4) '
GNMT CC,CT 36 (81,8) 36 (81,8) 1,000
rs10948059 C>T TT 8 (18,2) 8 (18,2) ’
DNMT3B CC,CT 32 (72,7) 33 (75,0) 1,000
rs2424913 C>T TT 12 (27,3) 11 (25,0) '
FPGS CC,CT 32 (72,7) 36 (81,8) 0.388
rs1544105 C>T TT 12 (27,3) 8 (18,2) ’
DHFR CC,CA 38 (86,4) 40 (90,9) 0.688
rs1677693 C>A AA 6 (13,6) 4 (9,1) ’
SLC19A1** GG, GA 36 (83,7) 27 (77,3) 0.453
rs1051266 G>A AA 7 (16,3) 17 (22,7) ’

Preglednica XI: Prikaz Stevila in frekvenc genotipov za preucevane polimorfizme
(dominantni model).

* Zatestiranje razlik odvisnih vzorcev smo uporabili odvisni McNemarjev test. N = 44 parov
sorojencev. ** Pri genotipizaciji zdravih sorojencev za gen SLC19A1 je zaradi neuspesne
genotipizacije N = 43.

Zdrav sorojenec  Otrok z OFC

Gen Genotip n (%) n (%) p*
MTHFR CC 21 (47,7) 10 (22,7) 0.019
rs1801133 C>T CT,TT 23 (52,3) 34 (77,3) '
MTHFR AA 30 (68,2) 22 (50,0) 0.077
rs1801131 A>C AC, CC 14 (31,8) 22 (50,0) '
MTRR AA 8 (18,2) 10 (22,7) 0.774
rs1801394 A>G AG, GG 36 (81,8) 34 (77,3) ’
MTHFD1 GG 15 (34,1) 10 (22,7) 0.359
rs2236225 G>A GA, AA 29 (65,9) 34 (77,3) ’
BHMT GG 23 (52,3 22 (50,0) 1,000
rs3733890 G>A GA, AA 21 (47,7) 22 (50,0) ’
GNMT CC 5(11,4) 12 (27,3) 0.039
rs10948059 C>T CT,TT 39 (88,6) 32 (72,7) ’
DNMT3B CC 13 (29,5) 12 (27,3) 1,000
rs2424913 C>T CT,TT 31 (70,5) 32 (72,7) ’
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FPGS cC 12 (27,3) 18 (40,9)

rs1544105 C>T CT,TT 32 (72,7) 26 (59,1) 0,180
DHFR cC 26 (59,1) 25 (56,8) 1000
rs1677693 C>A CA, AA 18 (40,9) 19 (43,2) :
SLCI9A1** GG 11 (25,6) 15 (34,1) 0581
rs1051266 G>A GA, AA 32 (74,4) 29 (65,9) !

Prisotnost polimorfizmov v klju¢nih genih folatnega cikla je pogosta. Z genotipizacijo 44
parov sorojencev (zdrav in z OFC) smo Zeleli indentificirati razporeditev izbranih
polimorfizmov, na podlagi katere lahko sklepamo na povecano tveganje za nastanek
neustreznih folatnih statusov in razvoj OFC. Vpliv genetskih dejavnikov ter vrste in
koncentracije spojine (FA ali 5-Me-THF) smo z MTS testom preucili tudi v populaciji LCL.

MTHFR encim ima poglavitno vlogo v presnovni poti folata. Je kljucni encim za regulacijo
remetilacije homocisteina in 5-metiltetrahidrofolata, ki je osnovna oblika folata v telesu. Gen
MTHFR je zelo polimorfen, v slovenski populaciji ima polno aktivnost encima MTHFR le
9,3 % posameznikov. Zmanj$ana encimska aktivnost je lahko posledica polimorfizmov gena
MTHFR. Poznanih je ve¢ kot 40 polimorfizmov (11, 101). Predvideno normalno aktivnost
MTHFR encima je imelo 13,6 % zdravih sorojencev in samo 2,2 % otrok z OFC. Sklepamo,
da znizana encimska aktivnot MTHFR poveca verjetnost za nastanek OFC. V $tudiji
slovenske populacije OFC otrok so dokazali, da se pojavnost shize poveca pri nosilcih
genotipov MTHFR, ki kodirajo manj aktivne oblike encima MTHFR (11). Pri analizi
relativne metabolne aktivnosti LCL smo izmerili signifikantno znacilno vecjo metabolno
aktivnost pri genotipih MTHFR z < 60 % encimske aktivnosti (MTHFR 677 TT/ MTHFR
1298 AA + MTHFR 677 CT/ MTHFR 1298 AC), vendar pri dodatku nefiziolosko visokih
koncentracij FA ali 5-Me-THF. 1z tega bi lahko sklepali, da dodatek folatov celicam v stanju
folatnega pomanjkanja bolj vpliva na metabolno aktivnost celic z nizko aktivnostjo MTHFR
kot tistih z visoko aktivnostjo MTHFR. To je v skladu z ugotovitvijo, da jemanje folatnih
pripravkov izni¢i vpliv MTHFR genotipa na nastanek malformacij ploda (npr. NTD) (101,
102). Vendar signifikantnega uc¢inka materinega vnosa folne kisline med nose¢nostjo na
izni¢itev vpliva MTHFR genotipa za nastanek OFC v iranski $tudiji OFC otrok (N = 47) niso
dokazali, kar je lahko posledica majhnosti vzorca (103). Za boljSe razumevanje vpliva
jemanja folatnih pripravkov med nosecnostjo na izni¢itev vpliva MTHFR genotipa je treba

vpliv dodatno preuciti in preveriti na ve¢jem vzorcu.
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MTHFR ¢.677C>T (rs1801133) polimorfizem se nahaja v kataliticni domeni encima,
zamenjava citozina s timinom na mestu 677 vodi do termolabilnega encima z zmanj$ano
encimsko aktivnostjo. Pri heterozigotih je encimska aktivnost zmanjSana za 35 % glede na
aktivnost pri osebah z normalnim genotipom, medtem ko morajo posamezniki z MTHFR
677 TT genotipom vnesti do 1,4-krat ve¢ folata, da imajo zaradi zmanjSane encimske
aktivnosti primerljive serumske koncentracije folata s posamezniki z genotipom divjega tipa
(9, 104). Kombinacija zmanjSane encimske aktivnosti MTHFR s pomanjkljivim vnosom
folata predstavlja tveganje za kopic¢enje homocisteina. Prevelenca MTHFR 677 TT genotipa
se v svetovni populaciji giblje med 10 in 30 %, le Afri¢ani imajo prevalenco do 3 %. V
slovenski populaciji je polimorfizem MTHFR 677 prisoten pri ve¢ kot polovici prebivalstva,
12 % je mutiranih homozigotov (TT), 42 % nemutiranih homozigotov (CC) in 46 %
heterozigotov (CT) (104). Razporeditev genotipov v nasi $tudiji pri zdravih otrocih nekoliko
odstopa od slovenske populacije, najverjetneje je vzrok v majhnosti (N = 44) in sestavi
vzorca (prisotna druzinska anamneza za OFC). Pozitivno povezavo zmanjSane encimske
aktivnosti MTHFR ob prisotnosti mutiranega alela T (MTHFR 677) so v $tevilnih $tudijah
dokazali kot dejavnik tveganja za razvoj OFC (105, 106, 107). Medtem ko so v francoski
Studiji otrok z OFC dokazali, da mutirani genotip TT polimorfizma MTHFR c.677C>T v
povezavi z materinem vnosom folatov med nosec¢nostjo ni dejavnik tveganja za OFC (108).
To se nanasa na zgoraj omenjeno ugotovitev, da jemanje folatnih pripravkov iznici vpliv
MTHFR genotipa na nastaanek malformacij ploda. Tudi Jugessur s sodelavci je dokazal
zaSCitno vlogo mutiranega alela T, vendar je bila zas¢itna vloga visja, kadar matere v
nosec¢nosti niso jemale folatnih pripravkov (109). Estandia-Ortega s sodelavci je v Studiji
mehiske populacije otrok z OFC prisel do podobnih ugotovitev (108). Pri analizi relativne
metabolne aktivnosti LCL smo izmerili signifikantno znacilno ve¢jo metabolno aktivnost
pri genotipih MTHFR 677 za mutirani homozigotni genotip (TT) v primerjavi s
heterozigotnim (CT) in nemutiranim homozigotnim (CC) genotipom, vendar pri dodatku
nefiziolosko visokih koncentracij FA ali 5-Me-THF. Sklepamo, da dodatek folatov celicam,
ki nimajo minimalnega dodatka folatov, bolj vpliva na metabolno aktivnost celic z nizko
aktivnostjo MTHFR Kot tistih z visoko aktivnostjo MTHFR. Luo Y s sodelavci je v meta-
analizi 18 $tudij dokazal pozitivno povezavo med materinim mutiranim homozigotnim
genotipom (TT) MTHFR ¢.677C>T in nastankom OFC pri otroku (111). Pomembnost

materinega genotipa MTHFR 677 za razvoj OFC bi bilo treba se dodatno preuciti. Smiselno
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bi bilo, da bi v naso $tudijo vkljucili tudi genotipe matere za izbrane polimorfizme folatnega

cikla.

Drugi najpogostejsi polimorfizem v MTHFR genu je zamenjava adenozina s citozinom na
mestu 1298 (rs1801131). Aktivnost je pri mutiranem homozigotnem genotipu MTHFR 1298
(CC) zmanjsana za 40 % v primerjavi z normalno encimsko aktivnostjo. V slovenski
populaciji je MTHFR 1298 mutiranih homozigotov (CC) 10 %, heterozigotov (AC) 42 % in
nemutiranih homozigotov (AA) 47 % (104). V nasi Studiji je pri zdravih sorojencih delez
nemutiranih in mutiranih homozigotov vecji. Razlogi so podobni kot pri MTHFR ¢.677C>T.
Pri analizi MTHFR ¢.1298A>C genotipov Estandio-Ortega s sodelavci med skupinama
zdravih in posameznikov z OFC ni dokazal signifikantnih razlik med zastopanostjo
mutiranega alela C v primerjavi z divjim tipom A (110). V meta-analizi 17 $tudij je Pan s
sodelavci pri MTHFR ¢.1298A>C dokazal zas¢itno vlogo mutiranega alela C pri razvoju
OFC (105), kar je ugotovil tudi Pezzeti s sodelavci (106). Na podlagi SPSS analize relativne
metabolne aktivnosti LCL lahko zaklju¢imo, da na metabolno aktivnost statisti¢éno znaéilno
vpliva genotip MTHFR (677 in 1298), klasificiran glede na aktivnost encima MTHFR in
genotip MTHFR 677 ter koncentracija FA oziroma 5-Me-THF, medtem ko imata obe obliki

folatov podoben uc¢inek na metabolno aktivnost.

Encim metionin sintaza reduktaza MTRR je odgovoren za ohranjanje encima metionin
sintaze (MTR) v aktivni obliki preko regeneracije kofaktorja metionin sintaze,
metilkobalamina (110). Frekvenca polimorfizma gena MTRR ¢.66A>G (rs1801394) znasa v
svetovni populaciji okoli 30 %, medtem ko pri beli rasi znasa priblizno 50 % (112, 113).
Razporeditev alelov MTRR se v nasi Studiji med zdravo in OFC skupino ni razlikovala. Zhu
s sodelavci in Willson s sodelavcei poroc¢ata, da mutiran alel (G) predstavlja dejavnik tveganja
za nastanek NTD (113, 114). Willson s sodelavci je ugotovil povezavo med prisotnostjo
mutiranega alela (G) in nizko koncentracijo kobalamina z ve¢jim tveganjem za prirojene
kongenitalne motnje (103). Pri analizi LCL celic smo izmerili najve¢jo metabolno aktivnost
pri mutiranem homozigotnem genotipu (GG), sledila sta nemutirani homozigotni (AA) in
heterozigotni genotip (AG), kar se sklada z zas¢itno vlogo alela G pri razvoju NTD, ki jo je
dokazal Relton s sodelavci (115). Signifikantno znacilen je bil vpliv genotipa in
koncentracije spojine na metabolno aktivnost. Potrebne so dodatne $tudije MTRR gena, ki bi
preiskovale vpliv posameznega alela na pojavnost OFC, saj so po vecini Studije osredotocene

na NTD.

61



MTHFDL1 je pomemben encim med embrionalnim razvojem, katalizira nastanek razli¢nih
oblik tetrahidrofolatov, ki sodelujeo pri sintezi dTMP iz purinov za nemoteno DNA
replikacijo. Polimorfizem gena MTHFD1 ¢.1958G>A (rs2236225) povzroci destabilizacijo
encima in zmanj$ano encimsko aktivnost (114). V studiji nismo dokazali signifikatnega
vpliva gena MTHFD1 na pojavnost OFC. V in vitro LCL modelu smo opazili vecjo
metabolno aktivnost LCL z mutiranim genotipom (AA). Ker pa nemutiran genotip (GG) ni
bil zastopan v nasi $tudiji, bi morali vpliv G alela dodatno preuciti. O neustreznosti gena
MTHFD1 kot biomarker za napoved OFC poro¢a Nascimento de Agino s sodelavci, ki niso
dokazali razlik v razporeditvi MTHFD1 genotipov v brazilski populaciji (116). Prav tako na
podlagi meta-analize osmih studij Zhao s sodelavci ne poroc¢a o razlikah v razporeditvi
MTHFD1 genotipov (117).

Gen BHMT kodira od cinka odvisen encim betain homocistein metiltransfetazo, ki katalizira
prenos metilne skupine iz betaina na homocistein in nastanek metionina in dimetilglicina.
Moteno delovanje encima je povezano s teratogenimi u¢inki nakopicenega homocisteina in
omejenimi metilacijskimi reakcijami. Polimorfizem gena BHMT ¢.742G>A (rs3733890) je
pogosta tockovna mutacija na 742. nukleotidnem mestu gena, ki predstavlja tveganje za
nastanek NTD in OFC (24, 25). Pri preuc¢evanju LCL je nemutirani homozigitni genotip
(GG) imel visjo metabolno aktivnost po dodatku folatov kot heterozigotni genotip (GA).
Med LCL nismo imeli zastopanega mutiranega homozigotnega genotipa (AA), zato bi bilo
treba eksperiment preoblikovati in vnovi¢ testirati. Razporeditev genotipov med skupinama
zdravih in OFC otrok je za posamezne alele zelo podobna. Zhu s sodelavci ni nasel
signifikantne povezave med polimorfizmom in tveganjem za nastanek OFC, porocajo o
blagem povecanju tveganja pri homozigotih za alel A (118). Zas¢itne vloge posameznega
alela v populaciji OFC in zdravih sorojencev nismo mogli dokazati, ¢eprav Struc poroda, da
ima G alel zas¢itni ucinek na razvoj OFC (119). Uspeli pa smo dokazati boljsi odziv na folate
pri LCL z nemutiranim homozigotnim genotipom (GG). Za boljSe razumevanje izrazanja
polimorfizma ter vpliv na razvoj OFC so potrebne nadaljnje raziskave. Smiselno bi bilo
genotipizirati mame otrok z OFC, saj se BHMT izraza v ¢asu kronofacialnega razvoja in ima

lahko na sam razvoj vecji vpliv materin genotip.

Glicin-N-metiltransferaza (GNMT) je encim, ki preko regulacije koncentracije SAH in
razmerja SAM:SAH vpliva na presnovo homocisteina. Polimorfizmi v genu GNMT vplivajo

na aktivnost transkripcije in preko povisanih koncentracij homocisteina na nastanek
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razvojnih napak ploda. Na podlagi $tudije na nasi fakulteti sklepamo, da obstaja povezava
med mutiranim alelom T genotipa GNMT ¢.-45C>T (rs10948059) in pojavnostjo OFC. Tina
Struc je dokazala veg&jo pojavnost OFC pri posameznikih z mutiranim homozigotnim
genotipom (TT) (119). Beagle in sodelavci so ugotovili, da mutiran genotip GNMT (TT)
preko mehanizma povecane aktivnosti GNMT vpliva na koncentracijo homocisteina.
Porocajo, da se koncentracija homocisteina pri omejevanju vnosa folata zvisa samo pri
zenskah z mutiranim genotipom gena GNMT (TT) (120). Nasprotno pa smo Vv nasi $tudiji
zdravih in OFC sorojencev ugotovili, da T alel zmanjsa tveganje za nastanek OFC. MozZno
zas¢itno vlogo T alela gena GNMT za nastanek OFC je treba Se dodatno preuciti. Pri
preucevanju metabolne aktivnosti LCL smo izmerili statisticno znacilen vpliv genotipa
GNMT na metabolno aktivnost in dobili rezultate, ki so v skladu s prej omenjenimi
raziskavami, ki povezujejo alel T s povecano encimsko aktivnostjo. Najvi§jo metabolno
aktivnost smo zmerili pri nosilcih nemutiranega alela (CC), sledil je heterozigotni genotip
(CT) in mutirani homozigotni genotip (TT), kar bi lahko odrazalo nizjo koncentracijo
homocisteina zaradi nizje encimske aktivnosti pri celicah z nemutiranim homozigotnim
genotipom (CC). Zaradi dobljenih rezultatov, majhnosti vzorca in majhnega Stevila raziskav,
Ki so preucevale vpliv GNMT gena na pojavnost OFC, je treba vpliv gena GNMT na

pojavnost OFC Se dodatno preuciti.

Gen DNMT3B kodira encim, ki je odgovoren za de novo metilacijo DNA molekul, DNA
(citozin-5-)-metiltaransferazo-3p (DNMT3B). Polimorfizem gena DNMT3B ¢.343-49C>T
(rs2424913), ki se nahaja v intronu gena, skoraj verjetno poveca izrazanje gena DNMT3B
(28). Pri analizi metabolne aktivnosti LCL celic smo izmerili najvi§je vrednosti pri
heterozigotnem genotipu DNMT3B (CT), sledil je mutiran homozigotni genotip (TT) in z
najnizjo vrednostjo metabolne aktivnosti nemutiran homozigotni genotip (CC). Mutacije v
genu DNMT3B so razen z rakom (121) povezane tudi z NTD (122, 123). Studij, ki bi
preucevale vpliv polimorfizma gena DNMT3B ¢.343-49C>T (rs2424913) na pojavnost OFC
pri zarodku, nismo zasledili. Juriloff s sodelavci je ugotovil, da zmanjSana aktivnost
DNMT3B predstavlja dejavnik tveganja za razvoj NTD (122), kar je v skladu z amerisko
Studijo, kjer so dokazali, da misji zarodki z izbitim DNMT3B genotipom razvijejo NTD
(124).

FPGS gen kodira encim folipoliglutamat sintetazo (FPGS), ki je preko poliglutamacije v

celico vstopajocega folata pomemben za vzdrzevanje homeostaze folata. Na ta nacin poveca
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zadrZevanje folata znotraj celic in afiniteto folata do encimov v nadaljnji presnovni poti.
Predpostavili smo, da bi polimorfizem v intronski regiji gena FPGS ¢.217-3839C>T
(rs1544105) vplival na poliglutamacijo in posledi¢no na homeostazo folata in proliferacijo
celic in s tem na razvoj OFC. Mutirana alelska razli¢ica (TT) je v literaturi povezana z
manj$o koli¢ino prepisa gena FPGS (30, 31). V nasi raziskavi smo dokazali signifikanten
vpliv FPGS genotipov na metabolno aktivnost, vendar smo kljub porocani zmanjSani
ekspresiji pri mutiranem homozigotnem genotipu (TT) izmerili visjo metabolno aktivnost
celic v primerjavi s heterozigotomnim genotipom (CT) in nemutiranim homozigotnim
genotipom (CC). Med zdravimi in OFC sorojenci ni bilo razlik v razporeditvi genotipov
FPGS. Za nemutirano razli¢ico (CC) Tovek s sodelavci poroca 0 do 1,5-krat vecji koli¢ini
mRNA prepisa gena, vendar smo pri tej alelski razliici izmerili najnizje vrednosti
metabolne aktivnosti (31). Sklepamo lahko, da se celice z manj$o aktivnostjo FPGS po
folatnem stradanju bolje odzovejo na dodatek folatov kot celice, ki imajo normalno aktivnost
FPGS. To bi lahko razlozili z dejstvom, da dodatek folatov ne more bistveno izboljSati
metabolne aktivnosti celic z optimalno delujo¢im folatnim ciklom. Vendar pa dodatek veéje

kolic¢ine folatov celici z defektom v folatnem ciklu lahko to napako omili.

DHFR gen kodira dihidrofolat reduktazo, ki je eden klju¢nih encimov folatnega cikla, saj
pretvori DHF do bioloSko aktivne oblike THF. DHFR poleg DHF in njegovih
poliglutamiranih derivatov Kkatalizira dvostopensko redukcijo oksidirane folne kisline do
THF (3, 34, 35). Vpliv polimorfizma gena DHFR ¢.253-2490C>A (rs1677693) na izrazanje
encima DHFR $e ni dobro znan, vendar smo predvideli, da preko vzdrzevanja biolosko
aktivne oblike folata v celicah vpliva na njegovo pomanjkanje in posledi¢ni razvoj OFC. Pri
preucevanju relativne metabolne aktivnosti LCL smo ugotovili, da genotip DHFR in
koncentracija spojine vplivata na metabolno aktivnost celic, prav tako je prisotna interakcija
med genotipom in koncentracijo spojine. Najvi$jo metabolno aktivnost smo sicer izmerili
pri heterozigotnem genotipu DHFR (CA), vendar v izboru LCL nismo imeli zastopane linije
z mutiranim homozigotnim genotipom DHFR (AA). Med zdravimi in OFC sorojenci ni bilo
razlik v pogostosti DHFR genotipov. Smiselno bi bilo oblikovati Studijo z zastopanim
mutiranim homozigotnim genotipom (AA), v katerem bi preucili vpliv polimorfizma DHFR
€.253-2490C>A (rs1677693) na ekspresijo in aktivnost encima DHFR, saj Martinelli s
sodelavci poroca o zas€itni vlogi mutiranega alela A za razvoj CL/P (36). Jurka Klun

zascCitne vloge mutiranega alela A ni odkrila. Poroca o 3-krat ve¢jem tveganju za nastanek
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OFC ob prisotnosti genotipa AA za polimorfizem DHFR (rs1677693, ¢.253-2490C>A) pri

materi ali otroku (125).

Poglavitno vlogo transporta folatov iz sistemske cirkulacije v celice in tkiva opravlja
prenasalni protein SLC19A1 in je pomemben za transport v hrani prisotnih reduciranih oblik
folatov. Do to¢kovne spremembe pride v kodonu za transmembranske domene in vpliva na
samo transportno aktivnost prenasalnega proteina SLC19A1, kar pa vpliva na koncentracijo
plazemskega folata (40). Na podlagi izsledkov razli¢nih $tudij smo domnevali, da SLC19A1
€.80G>A (rs1051266) preko vzdrzevanja ustrezne koncentracije folatov v celici vpliva na
razvoj OFC. Signifikantnih razlik v razporeditvi gentipov med zdravimi in OFC sorojenci
nismo odkrili. Koncentracija spojine ima signifikantni vpliv na metabolno aktivnost celic,
metabolna aktivnost je najvisja pri nemutiranem homozigotnem genotipu (GG). Chango s
sodelavci poroca, da imajo nosilci nemutiranih alelov gena za prenasalni protein SLC19A1
(GG) visje plazemske koncentracije folata v primerjavi z nosilci mutiranih alelov (AA)
(126). Medtem ko Stanislawska-Sachadyn s sodelavci o tem ne poroca (39). Pri kavkazijski
populaciji je nemutiran homozigotni genotip (GG) prisotnen v 29 %, heterozigotni (GA) v
47,3 % in mutirani homozigotni (AA) v 23,7 % (40), v okvir katerih spadajo porazdelitve
genotipa SLC19A1 v zdravi in OFC skupini sorojencev. Kumari s sodelavci je dokazal vpliv
nemutiranega alela (G) SLC19A1 rs1051266 za nastanek OFC (127) in prav tako Vieira s
sodelavci (128), medtem ko druge $tudije tega niso dokazale (129, 130).
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5. SKLEPI

V magistrski nalogi smo zeleli opredeliti vpliv genetskih polimorfizmov izbranih genov
folatnega cikla, demografskih in okoljskih dejavnikov na ravni preskrbe organizma s folno
kislino na pojavnost OFC. Vpliv omenjenih genetskih dejavnikov smo Zeleli preuditi na

limfoblastoidnih celi¢nih linijah (LCL) in v populaciji sorojencev (zdravih in z OFC).

Pri preucevanju genetskih, demografskih in okoljskih dejavnikov smo prisli do

naslednjih ugotovitev:

e Na metabolno aktivnost celic limfoblastoidne celicne linije (LCL), ki so gojene v
mediju brez folne kisline (L0503), vpliva: koncentracija spojine, genotip MTHFR
klasificiran glede na encimsko aktivnost encima, genotip MTHFR c.677C>T
(rs1801133), genotip MTRR c¢.66A>G (rs1801394), genotip GNMT c.-45C>T
(rs1094059), genotip DNMT3B ¢.343-49C>T (rs2424913), genotip DHFR ¢.253-
2490C>A (rs1677693) in genotip SLC19A1 ¢.80G>A (rs1051266).

e Signifikantno znacilna interakcija med genotipom limfoblastoidne celi¢ne linije
(LCL) in koncentracijo spojine je bila prisotna za naslednje genotipe: MTHFR
klasificiran glede na encimsko aktivnost encima, GNMT c¢.-45C>T (rs1094059),
DNMT3B ¢.343-49C>T (rs2424913), DHFR ¢.253-2490C>A (rs1677693) in
SLC19A1 ¢c.80G>A (rs1051266).

e Statisticno znacilna razlika v razporeditvi polimorfizmov MTHFR c¢.677C>T
(rs1801133), MTHFR ¢.1298A>C (rs1801131) in GNMT c.-45C>T (rs10948059) je
prisotna med sorojenci z in brez OFC:

e pri polimorfizmu MTHFR ¢.677C>T (rs1801133) mutiran homozigotni
genotip (TT) poveca tveganje za nastanek OFC;
e pri polimorfizmu MTHFR ¢.1298A>C (rs1801131) prisotnost mutiranega
alela C poveca tveganje za nastanck OFC;
e pri polimorfizmu GNMT c¢.-45C>T (rs10948059) prisotnost mutiranega alela
T zmanjSa tveganje za nastanek OFC.
e Starost matere ob zanositvi je statisticno znacilno visja pri nosecnosti, v Kateri se je

rodil otrok z OFC.

e Manjse tveganje za razvoj OFC imajo prvorojenci.
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Povisana telesna temperatura (> 38 °C) v prvem trimese¢ju nosecnosti predstavlja
dejavnik tveganja za razvoj OFC. Matere z OFC izidom nose¢nosti o povisani telesni
temperaturi (> 38 °C) poro¢ajo do 5-krat pogosteje v primerjavi z materami z
normalnim izidom nosec¢nosti.

Rednost jemanja folatnih pripravkov pred in v nosecnosti zmanjsa tveganje za
rojstvo otroka z OFC.

UzZivanje zdravil med nosecnostjo predstavlja dejavnik tveganja za rojstvo otroka z

OFC.
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7. PRILOGE

Priloga 1: Anketni vprasalnik, ki so ga izpolnile matere.

Analiza bioloSkih oznadevalcev presnove folatov
pri ugotavljanju tveganja
za nastanek orofacialnih shiz

Splosni podatki

Koda preiskovanke:

(izpolni oseba, odgovorna za Studijo)

Datum:

Datum

rojstva:

Telesna
o cm Telesna masa: kg
vi§ina:

Status ) O nikoli nisem
o O kadim ] O nekoc¢ sem kadila
kajenja: kadila

Ce ste bivia kadilka, od kdaj ne kadite

vec?
Ste prenehali kaditi med nose¢nostjo? DA NE
Izobrazba: osnovna Sola

srednja poklicna Sola
gimnazija

vi§ja Sola

0 O N A B A

univerzitetna
izobrazba

0 magisterij ali
doktorat



Tip vzorca: O bris bukalne sluznice
0O polnakri, EDTA
O bris b. sluznice in

polna kri

Datum

odvzema:

Podatki o poteku zdajsSnje ali preteklih nose¢nosti
Vase trenutno stanje: [0 sem noseca
O dojim
O ne dojim
Predvideni datum poroda (izpolnijo le nosece

Zenske).

Stevilo nose&nosti (pred rrenuno nosecnostjo):
Stevilo Zivorojenih otrok:

Stevilo splavov (spontanih ali
spodbujenih):

Imam otroka z/s: napako nevralne cevi
prirojeno sréno napako
orofacialno shizo

drugo prirojeno napako

O 0o 0o o0

otrok nima klini¢no potrjene prirojene
napake

Diagnoza (Sifra):

Operativna korekcija: DA NE

O bris bukalne sluznice
O polnakri, EDTA

\Vzorec otroka:



bris b. sluznice in polna kri

nimamo vzorca

O
O
Datum odvzema:

Ali se je v vasi druzini Ze rodil otrok z
eno izmed prirojenih moten;?

O
. O
Ce da, katero?

Ol

Ol
Vase sorodstveno razmerje s tem O
otrokom O
(le, ce ste na prejSnje vprasanje odgovorili z DA). Ol

O

O

Podatki o stanju nosecnosti, v kateri ste rodili otroka z okvaro nevralne cevi/ S

prirojeno sréno okvaro/z orofacialno shizo

Datum rojstva otroka:

Vasa telesna masa pred zanositvijo:

Spol otroka:

Sladkorna bolezen pred nosecnostjo:

Nosec¢niska sladkorna bolezen:

Ali imate katero drugo kroni¢no bolezen?

DA

napako nevralne cevi
prirojeno sréno napako
orofacialno shizo

drugo prirojeno napako

mati
sestra
teta
sestri¢na

babica

NE

DA

DA

DA

N«

NE

NE

NE



Ce da, katero/-e:

Ali ste med nosecnostjo jemali zdravila za zdravljenje epilepsije? DA NE

Ali ste med nosec¢nostjo uporabljali katera druga zdravila? DA NE

Ce da, katera:

Ali ste imeli v prvem trimestru nose¢nosti povisano telesno DA NE

temperaturo nad 38 °C?
Ali ste v prvem trimestru zahajali v savno? DA NE

Ali ste pred zanositvijo jemali pripravke s folno kislino? DA NE

Ce da, katere:

Ali ste v prvem trimestru nosecnosti jemali pripravke s folno
o DA NE
Kislino?

Ce da, katere:

Kdaj ste zaceli jemati folno kislino? pred zanositvijo
pred izostankom menstruacije

takoj po izostanku menstruacije

O 0O o O

vec kot 1 teden po 1zostanku

menstruacije

Ali ste folno kislino jemali redno vsak DA

O
dan? O NE, ob¢asno sem pozabila vzeti tableto
O NE, po tabletah mi je slabo
O NE, ni se mi zdelo potrebno

Ali ste poleqg pripravkov s folno kislino pred in/ali med
poleg prip p DA NE

nosecnostjo jemali Se katere druge (multi)vitaminske pripravke?

Ce da, katere:

01 2 3 45



Kako podobna sedanji prehrani je bila vasa prehrana v obdobju 2-

3 mesecev pred to zanositvijo? (0-se ne spominjam; 1-popolnoma drugacna,

S5-prakticno enaka)

Podatki o stanju med zadnjo neprizadeto nosec¢nostjo

Datum rojstva otroka:

Vasa telesna masa pred zanositvijo: kg
Spol otroka: M z
Sladkorna bolezen pred nose¢nostjo: DA NE
Nosecniska sladkorna bolezen: DA NE
Ali imate katero drugo kroni¢no bolezen? DA NE
Ce da, katero/-e:
Ali ste med nosecnostjo jemali zdravila za zdravljenje epilepsije? DA NE
Ali ste med nosecnostjo uporabljali katera druga zdravila? DA NE
Ce da, katera:
Ali ste imeli v prvem trimestru nose¢nosti poviSano telesno DA NE
temperaturo nad 38 °C?
Ali ste v prvem trimestru zahajali v savno? DA NE
Ali ste pred zanositvijo jemali pripravke s folno kislino? DA NE
Ce da, katere:
Ali ste v prvem trimestru nosecnosti jemali pripravke s folno
o DA NE
kislino?
Ce da, katere:
Kdaj ste zaceli jemati folno kislino? O pred izostankom menstruacije

[0 takoj po izostanku menstruacije



O vec kot 1 teden po izostanku

menstruacije

Ali ste folno kislino jemali redno vsak DA

dan? NE, ob¢asno sem pozabila vzeti tableto

NE, po tabletah mi je slabo

0 T B N

NE, ni se mi zdelo potrebno

Ali ste poleg pripravkov s folno kislino pred in/ali med
poleg prip p DA NE

nosecnostjo jemali Se katere druge (multi)vitaminske pripravke?

Ce da, katere:

Kako podobna sedanji prehrani je bila vasa prehrana v obdobju 2- 0123 45

3 mesecev pred zanositvijo? (0-se ne spominjam; 1-popolnoma drugacna, 5—

prakticno enaka)
Prehrana v zadnjih 4 tednih

V spodnji tabeli oznacite, kako pogosto ste v zadnjih 4 tednih uzivali naslednja Zivila.

Ovrednotite pogostost po naslednji lestvici:

0 Nikoli 5 1-krat dnevno
1 1-3-krat na mesec 6 2-3-krat na dan
2 1-krat tedensko 7  4-5-krat na dan
3 2-4-krat na teden 8  vec kot 6-krat na dan
4  5-6-krat na teden
Zivilo Pogostost uzivanja v zadnjih 4 tednih
mleko in mleéni izdelki 0 1 2 3 4 5 6 7 8
mleko
jogurt
sir
parmezan
sadje in sadni sokovi o 1 2 3 4 5 6 7 8

pomaranc¢ni sok

sok grenivke

Vi



pomarance
grenivke
banane
ananas
melone
jagode
maline

zelenjava 0

paradiznikov sok
paradiZnikova omaka
sveZ paradiZnik
rdeca pesa
brokoli

Spinaca

koleraba

zelena solata
Sparglji

redkvice

brsti¢ni ohrovt
kitajsko zelje

Zitarice, stroc¢nice, semena in oreski 0

fizol

riz

koruza

grah

leca

sezam (semena, olje, omaka tahini)
brazilski oreski

soja (napitek, kosmici, omaka, tofu)
pSenicni kal¢ki

oves (kosmici, piSkoti)

vii



arasidi

¢icerika

mandlji

indijski oreski
son¢ni¢na semena
bucna semena

kruh (vseh vrst)
polnozrnate testenine

meso 0

ribe
tuna
pis¢anec
puran
svinjina
slanina
govedina
jetra
Skoljke

ostalo 0

jajca (cela)
samo rumenjak
samo beljak
pivo

prehranska dopolnila 0

multivitaminska PD
pripravki s folno kislino

pripravki z vitamini B kompleksa

viii



Priloga 2: Genotipi sorojencev brez OFC za izbrane polimorfizme: MTHFR rs1801133,
MTHFR rs1801131, MTRR rs1801392, MTHFD1 rs2236225, BHMT rs3733890, GNMT
rs10948059, DNMT3B rs2424913, FPGS rs1544105, DHFR rs1677693 in SLC19A1
rs1051266. Sivo obarvano polje pomeni, da genotipizacija ni uspela. CH v identifikacijski
Stevilki oznacuje zdravega sorojenca.

Indentifikacijska [ MTHF | MTHF MTHF |BHM |GN [DNMT |FP |DH |SLC19
Stevilka R 677 R1298 |MTRR |D1 T MT | 3B GS |[FR |Al

OFC3CH |cC |AA |AG |GA |GG |cc |cT |cc|Ac |aG
OFC4CH |cT |AA |AG |[GA |GG |cT |1TT |cc|cc |GG
OFC7CH |cT |AA |GG |GG |GG |TT |TT |CT|cc |AG
OFC 13 CH |cC |AA [AA [GG |GG |TT |cT |TT |AA |AG
OFC 24 CH |TT |AA |AG |AA |AG |cC |cC |[cCT |cC |GG
OFC 32 CH |cC |cC |AA |AA |GG |cT |cT |cc|cc [aa
OFC 37.CH |TT |AA |AG |GG |AA |CT |cC |[TT |cC |AG
OFC 38 CH |TT |AA |AG |GG |GG |cC |TT |[TT |cC |GG
OFC 41 CH |cC |AC |GG |GA |AG |CT |cT |[cc|AA |[AA
OFC 43 CH |CT |AA |AG |[GA |GG |cT |1TT |cT|cc |aG
AA
AA
cC
AA
AA
AA
AA
AA

OFC 45 CH |cCC GG |GG |AG |CT |cCc |cT |cc |GG
OFC 63 CH |TT AA |AA  |AG |CT [CT |cc|cA |AG
OFC 67 CH |cCC AG |AA |GG |cCc [TT |TT [CA |AG
OFC 76 CH |CT GG |GG |GG |CT |CT |cCc|AC |AG
OFC 79 CH |cC GG |AA |GG |CT |CT |CT |AA |GG
OFC 83 CH |cC AG |GG |AG |TT |[cT |cclcc |AG
OFC 84 CH |TT AG |GA |AA [CT [cCc |[cT |AC |AG
OFC 94 CH |TT AG |GG |GG |CT |[cT |cccc |AG
OFC 101 CH |cc |cc |GG |AA |GG |cT [cc |17 |cc |GG
OFC 104 CH |[TT |AA |AA |AA |GG |cc |1T |cT|cc |AG
OFC 106 CH |cC [cc |GG |[GA |AA |cT [1T |cT|AA |GG
OFC 108 CH |cC [cA |GG |GG |AG |TT |cc |17 |cc |GG
OFC 116 CH |TT |AA |AG |AA |AG |TT |TT |CT |AA|AG
OFC 117 CH |cc |cc  |aG |[GA |GG |cT [TT |cT |cc |aA
OFC 119 CH |cT |AA |AG |AA |aA [cT [cT |cT |cc |AA
OFC 124 CH |CT |AA |AG |GA |GG |TT |cT |cc|Ac |AG
OFC 130 CH |TT |AA |AA |AA |GG |CT |[cT |cT |AC |AG
OFC 135 CH |TT |AA |GG |AA |GG |T1T |cc [cT]|cc
OFC 141 CH |cCc |AA |GG |[GA |AG |cT [cT |17 |cc |AG
OFC 143 CH |cT |AA |GG |AA |AG |cT [cc |cc|Ac |aG
OFC 148 CH |cC |AA |GG |GG |GG |cT [cc |17 |AC |AG
OFC 154 CH |CT |AA |AA |GG |AA |[cT [cc |cT |AA |GG
OFC 157 CH |cc |cc  |AaG |[AA |ac [1T [cT |77 |AC |AA
OFC 168 CH |TT |AA |AG |GG |AA |cT [cT |cT|cc |GG
OFC 172 CH |cC |AC |AG |GA |GG |CcT |TT |TT |AC |AG
OFC 176 CH |CT |AA |AG |GA |AG |[CT [cT |[cT |cA |AA

cC

AA

cC

OFC_47 CH |[CC GG |GG GG |CT |CT |CT |CC |AG
OFC 52 CH |CT AG |GA AG |CT |[CC |CT |CC |AG
OFC_87_CH |[CC AG |GA GG |CT |TT CT |CC |AG

iX




OFC 100 CH |TT |AA |GG |AA |AA |cT |cc |cc|cc |GG
OFC 126 CH |CC |cC |AA |GG |GG |CT |CT |CT|cC |AG
OFC 65 CH |CC |AA |AG |AA |AG |CT |CT |TT |CC |GA
OFC 150 CH |CC |CC |AG |GG |GG |CT |cC |cc|cC |AA
OFC 153 CH |CT |CA |AA [GA |AG |cT |TT |77 |cC [GA




