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U~estalost C677T mutacije
MTHFR gena u uzorku
populacije valjevskog
stanovni{tva

Mutacija u genu za metilentetrahidrofolat reduktazu
(MTHFR) mo`e biti uzrok venskom tromboembo-
lizmu, arterijskim tromboti~kim bolestima kao {to je
{log, bolestima koronarne i periferne cirkulacije,
komplikacijama u trudno}i kao {to su preklampsija,
rani poba~aji i placentarne vaskularne komplika-
cije. U ovom radu odre|ena je frekvencija C667T
mutacije MTHFR gena. U~estalost C667T mutacije
MTHFR gena odre|ena je reakcijom lan~anog
umno`avanja posle ~ega su umno`eni fragmenti tre-
tirani restrikcionim enzimima (PCR-RFLP analiza).
34 (35%) ispitanika nisu nosioci mutacije, 59 (62%)
su heterozigotni nosioci, dok je homozigotnih nosi-
laca 3 (3%). Pore|enjem na{eg uzorka sa iran-
skom, jevrejskom, belom, {panskom i japanskom po-
pulacijom dobijena je statisti~ki zna~ajna razlika u
distribuciji alela C677T mutacije, {to ukazuje na
jedinstvenu distribuciju C677T mutacije MTHFR
gena valjevske populacije.

Uvod

Gen za MTHFR ~oveka je lokalizovan na krat-
kom kraku hromozoma 1. Slo`enost ekspresije ovog
gena se ogleda u alternativnim obradama 5’ nekodir-
aju}eg regiona (Botto i Yang 2000).

Zamena citozina timinom na poziciji 677 u genu
rezultuje supstitucijom alanina na poziciji 222 vali-
nom u MTHFR proteinu (MTHFR C677T mutacija).
Usled nastale promene u aminokiselinskoj sekvenci
enzim postaje termolabilniji. MTHFR C677T poli-
morfizam ima relativno veliku u~estalost u svetu

(frekvencija TT genotipa u globalnoj populaciji je
pribli`no 12%). Utvr|eno je da proteinski produkti
osoba sa MTHFR TT genotipom imaju pribli`no
30% in vitro, dok proteinski produkti CT genotip
ima pribli`no 65% standardne enzimske aktivnosti
(Urlich et al. 1999). Smanjenje specifi~nosti i fun-
kcionalne sposobnosti termolabilne MTHFR remeti
metabolizam folata i dovodi do znatnog pove}anja
nivoa homocisteina u krvi, otuda je C677T mutacija
u MTHFR genu nedavno opisana kao uzrok ume-
rene hiperhomocisteinemije (Frosst et al. 1995).

Trombofiliija je multifaktorijalno oboljenje koje
predisponira pojavu tromboti~kih poreme}aja i dop-
rinosi riziku za dobijanje tromboza. Utvr|eno je da
postoje mutacije u genima koji kodiraju hemostatske
faktore (Bauduer i Lacombe 2005). Brojnim ispitiva-
njima je utvr|eno da ~ak i blago pove}anje nivoa
homocisteina u krvi predstavlja zna~ajan faktor rizi-
ka za nastanak tromboza (Elezovi} 2000).

Iako je naj~e{}i geneti~ki faktor hiperhomocis-

teinemije nedostatak cistation-	-sintaze koje pred-
stavlja prvi enzim u trans-sulfaciji homocisteina,
umerena hiperhomocisteinemija nastaje i kao posle-
dica poreme}aja MTHFR. Otuda se sprovode brojne
studije koje imaju za cilj da ispitaju da li i MTHFR
C677T mutacija mo`e da se svrsta me|u geneti~ke
faktore rizika za pojavu tromboza.

Cilj ovog rada je utvr|ivanje zastupljenosti
C677T mutacije u genu za metilenfidrofolatreduk-
tazu u valjevskoj populaciji.
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Materijal i metode

Ispitanici. Ispitivanu grupu je ~inilo 96 osoba,
42 `ene i 54 mu{karca sa teritorije Valjeva. Prose~na
starost ispitanika bila je 30±13 godina. Od ispitanika
su prikupljeni uzorci bukalne sluzoko`e pomo}u
sterilnih {tapi}a. Uzimanje uzoraka bilo je anoni-
mno, od ispitanika su uzeti samo podaci o godinama
i polu.

Priprema uzoraka. Sterilni brisevi sa uzetim

uzorcima su potopljeni u 200 �L fosfatnog pufera
(PBS) pH = 7.5 u tubama od 1.5 mL. Potom su
uzorci vorteksovani i ostavljeni na sobnoj tempe-
raturi 10 minuta. [tapi}i su oce|eni i izba~eni iz
tuba, a ostatak pufera u tubi, sa }elijama bukalne
sluzoko`e, je kori{}en za izvo|enje PCR reakcije.

Sekvence prajmera. Sekvence prajmera za
umno`avanje dela egzona 4 MTHFR gena su:
M1: 5’-TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA-3’

M2: 5’-AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG-3’

Reakcija lan~anog umno`avanja DNK (PCR).
Reakcija lan~anog umno`avanja DNK polimerazom
(PCR-Polymerase Chain Reaction) omogu}ava
umno`avanje `eljenog fragmenta kori{}enjem ter-
mostabilnih polimeraza (naj~e{}e se koristi Taq
polimeraza), iz male koli~ine po~etnog uzorka do
koli~ine koja je pogodna za dalju manipulaciju. Za
odvijanje PCR reakcije neophodni su prajmeri-oli-
gonukleotidi od 10-30 baza, koji ograni~avaju sek-
vencu koja se umno`ava. PCR reakcija se sastoji iz
ponovljenih ciklusa tri osnovna koraka: (1) dena-
turacija DNK; (2) vezivanje prajmera; (3) elongacija
novog lanca DNK. Nakon 30-35 ciklusa sinteti{e se
oko 105 kopija ciljne sekvence. Ukoliko se PCR
reakcija odvija bez prethodne izolacije DNK, na
po~etku se koristi hot start, odnosno primenjuje se
nekoliko ciklusa grejanja i hla|enja, kako bi se
omogu}ila liza }elija (Erlich 1989; McPherson et al.
1991).

Reakciona sme{a zapremine 25 �L je pravljena
na slede}i na~in:

2.5 �L 10xpufera za Taq polimerazu bez mag-

nezijuma je pome{ano sa 5 �L 2.5 mM MgCl2,

2.5 �L sme{e dNTP (2mM dATP, 2 mM dTTP, 2

mM dGTP, 2 mM dCTP), po 0.5 �L 10 pmol/mL

odgovaraju}ih prajmera, 1 �L Taq polimeraze

(5 U/�L) i 3 �L uzorka. Zapreminu do 25 �L je
dopunjavana destilovanom vodom, a sme{a je

pokrivena parafinskim uljem da bi se spre~ilo ispa-
ravanje.

U program po kome se odvijala PCR reakcija na
po~etku je uba~en „hot start“ korak, koji je podra-
zumevao zagrevanje sme{e na 98°C, pa hla|enje na
55°C, ~ime se posti`e razaranje membrana limfocita
i osloba|anje DNK iz }elija. Visoka temperatura,
tako|e, vr{i denaturaciju DNK, kao i denaturaciju
proteina koji bi mogli da inhibiraju enzimsku aktiv-
nost Taq polimeraze. Taq polimeraza je dodavana
nakon hot start koraka. PCR reakcija je vr{ena po
slede}em programu:

98°C 2min
55°C 3min 3 ciklusa
94ºC 1min
61°C 1min 33 ciklusa
72°C 1min
72°C 10min
Digestija DNK restrikcionim enzimima. Fra-

gmenti DNK dobijeni u reakciji lan~anog umno`a-
vanja podvrgnuti su digestiji restrikcionim enzimom
HinfI (Fermentas). Digestija je vr{ena u reakcionoj

sme{i zapremine 25 �L koja je sadr`ala 15 �L PCR

produkta, 2.5 �L 10xpufera R i 0.5 �L (10U/ �L)

HinfI enzima. Kona~na zapremina od 25 �L je

dostignuta dodavanjem 7 �L destilovane vode. Rea-
kciona sme{a je inkubirana tokom no}i na 37°C.

Ukoliko je alel mutiran, umno`eni fragment
poseduje jedno restrikciono mesto za HinfI i pro-
dukti digestije su dva fragmenta du`ine 175 bp i
23 bp, a ukoliko nije prisutna mutacija fragment ne-
ma mesto se~enja za enzim HinfI ostaje segment
du`ine 198 bp.

Elektroforeza na poliakrilamidnom gelu. Pro-
dukti digestije razdvajani su vertikalnom elektro-
forezom na 10% nedenaturi{u}em poliakrilamidnom
gelu. Gel su ~inile slede}e komponente: 10% akril-
amidni rastvor, 1xTBE pufer (100 mM TRIS,
83 mM borne kiseline, 1 mM EDTA pH =8 ), 0.1%
amonijum-persulfat i 0.1% TEMED. Nano{eno je

8 mL produkata digestije, pome{anih sa 2 �L boje
(bromfenolplavo i ksilencijanol). Elektroforeza je
tekla u 1xTBE puferu pri naponu od 150-200V.

Bojenje DNK u gelu solima srebra. Vizuali-
zacija traka na gelu vr{ena je bojenjem srebro-
-nitratom. Gel je fiksiran u rastvoru 10% etanola i
0.5% sir}etne kiseline u trajanju od 20 minuta.
Potom je bojen potapanjem u 0.1% rastvor srebro-
-nitrata tokom 10 minuta. Nakon toga, gel je ispiran
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destilovanom vodom, radi ispiranja vi{ka srebro-
-nitrata, a razvijanje boje je vr{eno u rastvoru 1.5%
NaOH, 0.01% NaBH4 i 0.048% formaldehida u
trajanju od 20 minuta (Radojkovi} i Ku{i} 2000).

Statisti~ka obrada rezultata. Statisti~ka obrada
podataka vr{ena je u MedCalc 9.6.2.0 programskom
paketu. Da bi se utvrdilo da li postoji statisti~ki
zna~ajna razlika izme|u u~estalosti genotipova u
populaciji Valjeva i drugim populacijama kori{}en je


2-test. Uzimano je da je razlika u u~estalostima
statisti~ki zna~ajna ukoliko je p < 0.05.

Rezultati

Za detekciju MTHFR C677T mutacije isko-
ri{}ena je ~injenica da ova mutacija uvodi mesto za
restrikcioni enzim HinfI, tako da dolazi do se~enja
PCR produkta od 198 bp na fragmente od 175 i 23
bp, pri ~emu pod datim uslovima elektroforeze traka
od 23 bp izlazi iz gela, pa se detektuje samo traka od
175 bp. Kod osobe koja ima oba normalna alela na
gelu se detektuje traka du`ine 198 bp, kod hetero-
zigotnog nosioca se detektuju dve trake od 198 i 175
bp, dok se kod homozigotnog nosioca mutacije
detektuje traka du`ine 175 bp (slika 1).

Grupa ispitanika je brojala 96 osoba, 42 `ene i
54 mu{karca. 34 (35%) ispitanika nisu nosioci muta-
cije, 59 (62%) su heterozigotni nosioci, dok je
homozigotnih nosilaca 3 (3%). Kod `ena frekvencije

CC, CT i TT genotipa su 17.7, 24.0 i 2.1 procenata,
a kod mu{karaca 17.7, 37.5 i 1.0 respektivno (tabela
1). Ne postoji statisti~ki zna~ajna razlika izme|u

u~estalosti mutacija kod mu{karaca i `ena (
2 = 3.6;
p = 0.16).

Tabela 1. U~estalost C677T MTHFR gena

C677T MTHFR polimorfizam

homozigoti
za 677CC

heterozigoti
za 677CT

homozigoti
za 677TT

`ene 17 (17.7%) 23 (24.0%) 2 (2.2%)
mu{karci 17 (17.7%) 36 (37.5%) 1 (1.0%)

ukupno 34 (35.4%) 59 (61.5%) 3 (3.1%)

Rezultati dobijeni ovim istra`ivanjem pore|eni
su sa u~estalostima MTHFR C677T mutacije u dru-
gim populacijama. U odnosu na iransku, jevrejsku,
afri~ko-ameri~ku, belu, {pansku, indonezijsko-javan-
sku i japansku populaciju postoji pove}ana u~esta-
lost heterozigotnih nosioca, (62 procenta prema 39,
43, 22, 43, 44, 16, 48 procenata, respektivno) (Gol-
bahar et al. 2005; Rady et al. 1999, Rady et al.
2002, Sadewa et al. 2002). U odnosu na iransku, je-
vrejsku, belu, {pansku i japansku populaciju postoji
smanjena u~estalost homozigotnih nosioca (3 prema
5, 26, 11, 26 i 13 procenata, respektivno), a u od-
nosu na afri~ko-ameri~ku i indonezijsko-javansku
postoji pove}ana u~estalost homozigotnih nosioca (3
procenta prema 1, odnosno 0 procenata). U odnosu
na sve populacije sa kojim smo poredili postoji
statisti~ki zna~ajna razlika (tabela 2).

Diskusija

[iroka rasprostranjenost C677T mutacija i njena
visoka frekvencija navodi na pitanje da li se radi o
geneti~kom poreme}aju sa {tetnim efektom po
fenotip, ili mutacija predstavlja selektivnu prednost.
Na osnovu velike u~estanosti ove mutacije u glo-
balnoj populaciji mo`e se pretpostaviti da je ona
evolutivno dosta stara. Kao obja{njenje za ovo
postoje dve hipoteze (Fodinger et al. 2000). Prema
prvoj hipotezi u vreme velike oskudice u hrani, re-
dukovana aktivnost MTHFR, koja vodi smanjenju
metilacije homocisteina, omogu}ila je da C1 jedinice
tetrahidrofolatnog metabolizma budu dostupne za
vitalno zna~ajnu sintezu nukleotida. Prema drugoj
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Slika 1. Detekcija MTHFR C677T mutacije
1: kontrola, heterozigot za 677T alel
2: homozigot za 677T alel
3, 4: homozigot za 677C alel

Figure 1. Detection of MTHFR C677T mutation
1: controle, heterozygte for allele 677T
2: homozygote for allele 677T
3, 4: homozygote for allele 677C



hipotezi, mutacija predstavlja selektivno prednost ta-
ko {to pojedinci koji nasle|uju mutirani alel imaju
manji rizik za dobijanje kolorektalnog karcinoma.
Navedene pretpostavke mogle bi se smatrati mogu}im
razlozima zbog kojih, dejstvom pozitivne selekcije,
tokom vremena u~estalost ove mutacije postepeno
raste. Me|utim, potrebna su dalja istra`ivanja za
utvr|ivanje ta~nih interakcija izme|u MTHFR C677T
genotipa i fenotipa.

Pri pore|enju populacije Valjevskog stanovni{ta
sa drugim populacijama dobijena je zna~ajna stati-
sti~ka razlika u u~estalosti mutacije. Stoga, rezultati
ukazuju na specifi~nost distribucije C667T mutacije
kod valjevske populacije.

Mutacija C667T u genu za MTHFR dovodi do
sinteze termolabilne forme proteine (t-MTHFR), u
kojoj je alanin na poziciji 222 zamenjen valinom.
Mutacija dovodi do smanjene aktivnosti MTHFR,
usled ~ega se javlja hiperhomocisteinemija, naro~ito
ako je nivo folata u plazmi nizak (\or|evi} 2000).
Iako je poznato da su povi{eni nivoi homocisteina
prime}eni u ve}oj meri kod ljudi sa trombozom i
aterosklerozom, nejasno je da li povi{eni nivo homo-
cisteina sam vodi do o{te}enja ili je rast u nivou
homocisteina rezultat toga. Dalje, slabo je istra`eno
kako homocistein mo`e ispoljiti razaraju}a svojstva
(Boss et al. 2005; Toole et al. 2004). Po jednoj
hipotezi, homocistein ima toksi~ne efekte na }elije
koje grade unutra{nji zid krvnog suda. Dalje studije
su potrebne da se razjasni uloga homocisteina u
aterosklerozi i trombozi i da bi se utvrdilo da li je
sni`avanje nivoa homocisteina efektivno za sma-
njenje rizika pojavljivanja krvnih ugru{aka. Rezultati
iz studije Ray i saradnika (2002) indiciraju da sve
dok je nivo homocisteina normalan, MTHFR muta-

cije ne pove}avaju zna~ajno rizik od sr~anog napada
ili {loga.

Trudno}a predstavlja specifi~no stanje u kome
se de{avaju zna~ajne promene u hemostatskom sta-
tusu `ene. Pove}ava se aktivnost prokoagulacionih
faktora, ~ime se organizam pomera ka hiperkoagula-
cionom stanju, {to za cilj ima za{titu organizma od
hemoragije i pripremu za pora|aj, koji je svojevrstan
izazov za hemostatski sistem. Istovremeno, smanjuje
se aktivnost fibrinoliti~kog sistema, ~ime se organi-
zam pomera ka hipofibrinoliti~kom stanju, {to do-
datno doprinosi ukupnom hiperkoagulacionom
statusu tokom trudno}e. Poreme}aj ravnote`e izme-
|u ova dva procesa rezultuje poreme}ajima ploda i
na kraju spontanim poba~ajima ili smr}u majke.
@ene koje su nosioci mutacije na MTHFR genu
mogu biti ugro`ene, jer tokom `ivota prolaze kroz
trudno}u koja je sama po sebi hiperkoagulaciono
stanje, iz ~ega sledi da postoji pove}an rizik od
nastanka tromboze.

Zaklju~ak

Na uzorku od 100 zdravih individua, dobijeni su
podaci o u~estalosti MTHFR C677T polimorfizama
u populaciji valjevskog kraja. U~estalost homozigota
za 677C alel u genu za MTHFR u valjevskoj po-
pulaciji je bila 35%, heterozigota 62%, a homozigota
3%. Utvr|eno je jo{ da nema statisti~ki zna~ajne
razlike izme|u u~estalosti mutacija kod mu{karaca
ido{li smo do zaklju~eno je da postoji statisti~ki
zna~ajna razlika u pore|enju sa iranskom, jev-
rejskom, belom, {panskom i japanskom populacijom
u distribuciji alela C677T mutacije.

Zahvalnost. Zahvaljujemo se Institutu za
molekularnu genetiku i geneti~ko in`injerstvo na
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Tabela 2. U~estalosti C677T mutacija MTHFR gena u drugim populacijama (u procentima)

uzorci iz populacije

valjevska iranska jevrejska afri~ko-ame
ri~ka

bela~ka {panska indonez.-
-javanska

japanska

677TT 3 5 26 1 11 26 0 13
C677T 62 39 43 22 43 44 16 48
677CC 35 56 31 77 46 30 84 39


2 10.6 21.9 35.8 9.5 21.7 50.3 8.2

p 0.005 0.0001 0.001 0.009 0.0001 0.0001 0.02



pru`enoj podr{ci, hemikalijama i aparaturi.
Zahvaljujemo se i saradnicima koji su bili prisutni u
Stanici tokom letnjeg seminara molekularne
biomedicine 2009. na pristanku da u~estvuju u radu.
Veliko hvala Alekseju Drinu na pomo}i pri skuplja-
nju uzoraka.
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Prevalence of the C677T Substitution
of the Methylenetetrahydrofolate
Reductase (MTHFR) Gene in Valjevo

The 5, 10-methylenetetrahydrofolate reductase
(MTHFR) gene is located on chromosome 1 at
Ip36.3. The complementary DNA sequence is 2.2
kilobases long and consists of 11 exons (Goyette et
al. 1998). MTHFR catalyzes the synthesis of the
5-methyltetrahydrofolate cosubstrate used in the
remethylation of homocysteine to methionine.

The identification of hyperhomocysteinemia as a
risk factor for the development of arteriosclerosis
and vascular disease has generated renewed interest
in the enzymes and cofactors involved in homo-
cysteine metabolism. The C677T allele is character-
ized by a point mutation at position 677 of the
MTHFR gene that converts a cytosine ©) into a thy-
mine (T). This mutation results in an amino acid
substitution (alanine to valine) in the enzyme (Rozen
1997; Frost et al. 1995). The C677T allele is com-
monly called “thermolabile”, because the activity of
the encoded enzyme is reduced at 37°C or more
(Kang et al. 1991). Thus, MTHFR activity among
C677T homozygotes is 50-60 percent lower at 37°C
and approximately 65 percent lower at 46°C than in
similarly treated controls. Heterozygotes are in the
intermediate range. People who are homozygous for
the C677T allele tend to have mildly increased blood
homocysteine levels if their folate intake is insuffi-
cient but normal blood levels if their folate intake is
adequate (Rozen 1997).

To investigate the MTHFR genotype buccal
swabs were collected from 96 randomly chosen sub-
jects aged 30±13 (42 of the subjects were female
and 54 male). The prevalence of the C677T muta-

tion of the MTHFR gene was determined by poly-
merase chain reaction (PCR) mediated restriction
fragment length polymorphism analysis. The diges-
tion products were analysed using polyacrilamide
gel electrophoresis and visualized using silver-nitrate
staining.

Polymorphism C677T creates a recognition se-
quence for the restriction enzyme HinfI, and this is
detected by digestion of the 198 bp PCR product,
generating 23 bp and 175 bp fragments for the poly-
morphism in homozygosis (genotype TT), because
the 23 bp fragment is not retained in the gel. Geno-
type CC is characterized by the presence of a 198 bp
fragment, and genotype CT is characterized by the
presence of two fragments, one with 198 bp and the
other with 175 bp.

Statistical analyses was accomplished by using
MedCalc 9.6.2.0 statistical software package. The
Chi-square test was used to determine the associa-
tion between the allele and genotype frequencies of
different populations. The difference in the preva-
lence variant C677T mutation is statistically signifi-
cant if p < 0.05.

Among 96 subjects, 35% (34) had a CC homo-
zygous genotype, 62% (59) had a CT heterozygous
genotype, and the remaining 3% (3) had a TT homo-
zygous genotype. Data from subjects from Valjevo
territory were compared with other studies that have
been published in previous literature (Golbaha, Fathi
and Tamadon, 2005; Rady et al. 1999; Rady et al.
2002; Sadewa et al. 2002). The frequency of the
MTHFR C667T allele was significantly higher
among Valjevo citizens (62%), compared to 39%
Iranians (p < 0.005), 43% Ashkenazi Jews
(p < 0.0001), 22% African-Americans (p < 0.001),
43% Caucasians (p < 0.009), 44% Hispanics
(p < 0.0001), 16% Indonesians (p < 0.0001) and
48% Japanese (p < 0.02). Results indicate that the
frequency of the C677T MTHFR polymorphism of
Valjevo territory compared to other populations give
a unique allele distribution.
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