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Spremenjena aktivnost encima
5,10-metilentetrahidrofolat reduktaze
(MTHFR) kot dejavnik tveganja za Stevilne
bolezni

Decreased enzymatic activity of 5,10-methylenetetrahydrofolate
reductase (MTHFR) as a risk factor for the
development of several diseases

Masa Vidmar,' Jasna Grzelj,” Ksenija Gersak,' Irena Mlinari¢-Ras¢an?

Izvlecek

Pomen folatov v fiziologiji je Ze dolgo znan, prav tako stevilne patologije, povezane z znizanim fo-
latnim statusom. Pomanjkanje folatov pri posamezniku je lahko posledica nizkega vnosa folata, ge-
netske zasnove posameznika ali so¢asnega zdravljenja z zdravili, ki vplivajo na folatni status. Namen
tega prispevka je osvetliti pomen ugotavljanja genetskih polimorfizmov, ki pomembno vplivajo na
raven biologko aktivne oblike folata. V procesu pretvorbe 5,10-metilen-THF v 5-metil-THF je klju-
¢en encim MTHEFR, ki je polimorfen, zato pa ima lahko zmanj$ano encimsko aktivnost.

V slovenski populaciji ima polno aktivnost encima MTHEFR le 9,3 % posameznikov, ki so homozi-
goti za divji tip alelov, medtem ko je povpre¢na aktivnost encima pri nosilcih mutiranih alelov med
50-60 %. Prisotnost polimorfizma MTHEFR predstavlja tveganje za pojav hiperhomocisteinemije in
kardiovaskularnih bolezni, nevroloskih bolezni, pojav raznih oblik raka, pri nose¢nicah pa tudi vecje
tveganje za pojav okvar ploda. Za ohranjanje ustreznega folatnega statusa so v nekaterih drzavah
uvedli dodajanje folne kisline v prehrano, vendar se je potrebno zavedati, da ta pristop ne bo od-
pravil pomanjkljivosti v delovanju encima MTHEFR, lahko pa ublazi njihov vpliv na kon¢ni fenotip
posameznika.

Prisotnost polimorfizmov v klju¢nih genih folatnega cikla je pogosta. Zato je ugotavljanje genetske
zasnove posameznika smiselno predvsem pri najbolj ranljivih skupinah prebivalstva, npr. pri nose¢-
nicah in bolnikih, zdravljenih z zdravili, kot so 5-fluorouracil, metotreksat, 6-merkaptopurin, ki se
na razli¢ne nacine vpletajo v presnovno pot folatov. Genotipizacija bi prispevala k identifikaciji bol-
nikov, pri katerih je povecano tveganje za neustrezen folatni status in zato pomagala pri prepreéenju
z njim povezanih patologkih stanj.

Abstract

The importance of folates in human physiology is well known, as are various pathologies associated
with low folate status. Folate deficiency can occur due to low dietary intake, a genetic predisposition
or treatment with medicines affecting the folate status. The aim of this paper is to explore the impor-
tance of determining genetic polymorphisms, which influence the levels of biologically active folate.
MTHEFR is involved in the transformation of 5,10-methylene-THF to 5-methyl-THE Polymorphisms
of the MTHREF gene are associated with decreased enzymatic activity.
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Only 9.3% of the population in Slovenia display full activity of the MTHFR enzyme; these sub-
jects are non-mutated homozygotes (wild-type alleles). In contrast, the average enzymatic activity
in subjects with mutated alleles is between 50 and 60 %. MTHEFR polymorphism is associated with
an increased risk of hyperhomocysteinemia and cardiovascular diseases, neurological disorders and
various types of cancer. There is also an increased risk for congenital malformations. Folic acid food
fortification was introduced in some countries in order to assure an adequate folate status in the
population. However, this approach does not address the decreased activity of MTHER.

Polymorphism in the key enzymes of the folate cycle is common. Determination of the genetic pre-
disposition is therefore plausible in the most vulnerable popultion groups, such as pregnant women
and patients receiving medicines influencing the folate cycle in various ways, e.g. 5-fluorouracil,
methotrexate and 6-mercaptopurine. Genotyping would allow the identification of patients at high

risk for suboptimal folate status.

Uvod

Folat je esencialen vodotopen vita-
min Bo, ki je za ¢loveski organizem iz-
jemno pomemben, saj je kljucen za ce-
li¢no rast in razvoj.' Sodeluje v procesu
sinteze molekule DNA, v metabolizmu
aminokislin in v remetilacijskih proce-
sih.? Poimenovanje folat oznaluje tako
v hrani prisotne naravne oblike, ki so v
poliglutamatni obliki kakor tudi sinte-
ticno monoglutamatno obliko, folno ki-
slino.>*

Pomanjkanje folata je najveckrat po-
vezano s pomanjkljivim vnosom zaradi
neuravnotezene prehrane, lahko pa so
vpleteni tudi Stevilni drugi mehanizmi.
Do pomanjkanja folata lahko privedejo
stanja, ki zviSajo potrebe ali vplivajo na
absorpcijo, uporabo ali izlo¢anje folatov.
Med dejavnike tveganja tako spadajo
povecane potrebe v obdobjih hitre rasti,
med nosecnostjo in v obdobju dojenja,
celiakija, kroni¢na vnetna ¢revesna bo-
lezen, kroni¢ni alkoholizem, kajenje, di-
aliza, pomanjkanje vitamina By, itd., na
raven folatov pa lahko vpliva tudi soca-
sna uporaba nekaterih zdravil. Prisotni
genetski polimorfizmi genov za encime
folatnega cikla so dodaten dejavnik tve-
ganja in pomanjkanje $e dodatno poglo-
bijo.?

Cikel presnove folatov

Absorpcija folatov poteka v proksi-
malnem delu tankega ¢revesja, predvsem
v dvanajstniku in jejunumu. Po zauzitju
se mora folat za vstop v celice pretvori-
ti v metiliran tetrahidrofolat. Pretvorba
se zacne v enterocitih z encimom gluta-
mat karboksipeptidaza II, ki hidrolizira
poliglutamate v monoglutamate in na ta
nacin omogoc¢i njihovo absorpcijo. Pri
zauzitju folne kisline, ki je monogluta-
mat, ta reakcija ni potrebna.*” Po vstopu
v celico, ki poteka z aktivnim transpor-
tnim prenasalcem reduciranega fola-
ta, se folati ali njihovi analogi ponovno
poliglutamirajo, saj so v taksni obliki
boljsi substrati encimov. Hkrati pa to
omogoca tudi, da se zadrzijo v celici.®
Poliglutamacijo omogoc¢i encim folilpo-
liglutamat sintetaza (FPGS), tej reakciji
pa sledi redukcija dihidrofolata (DHF)
v tetrahidrofolat (THF), ki jo katalizira
encim dihidrofolat reduktaza (DHFR).
Poliglutamirani in reducirani metaboli-
ti nato vstopajo v cikel presnove folatov,
ki je sklopljen s presnovo vitamina By, in
remetilacijskim ciklom (Slika 1).>*>®

Biolosko aktivna oblika folata je te-
trahidrofolat (THF), ki se lahko upo-
rabi neposredno za sintezo purinov ali
pa se s pomocjo encima serin hidroksi-
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Slika 1: Prikaz vstopa folata v celico, poliglutamacija in redukcija folatoy, cikel presnove folatov in

remetilacijski cikel.

FOL-MG: folat monoglutamat; SLC19AI: folatni prenaSalec; FPGS: folilpoliglutamat sintetaza; FOL-PG:
folat poliglutamat; DHFR: dihidrofolat reduktaza; DHF: dihidrofolat; THF: tetrahidrofolat; MTHFDI:
metilentetrahidrofolat dehidrogenaza 1; MTHFR: 5,10-metilentetrahidrofolat reduktaza, MTRR: metionin
sintaza reduktaza, MTR: metionin sintaza; MAT: metionin adenoziltransferaza; SAM: S-adenozil metionin;
MT: metiltransferaza, SAH: S-adenozil homocistein; SAHH: S-adenozil homocistein hidrolaza; dTMP:
deoksitimidin monofosfat; TS: timidilat sintaza; SHMT: serin hidroksimetiltransferaza.

metiltransferaze (SHMT) in kofaktorja
vitamina Bg pretvori v 5,10-metilente-
trahidrofolat (5,00-metilen-THF), ki
je osrednja molekula v metabolizmu
folatov. 5,10-metilen-THF lahko delu-
je kot substrat za pretvorbo dUMP v
dTMP in nadaljnjo sintezo DNA, lahko
pa se s pomocjo encima 5,10-metilen-
tetrahidrofolat reduktaze (MTHEFR) in
kofaktorja vitamina B, pretvori v 5-me-
tiltetrahidrofolat (5-metil-THF). Le-ta
je substrat za reakcijo pretvorbe homo-
cisteina v metionin, ki jo katalizira en-
cim metionin sintaza (MTR). Metionin
se nato pretvori v S-adenozil metionin
(SAM), ki je glavni donor metilne sku-
pine in vpliva na metilacijo lipidov, pro-
teinov in DNA. Ko SAM odda metilno
skupino, se preoblikuje v S-adenozil

homocistein (SAH), ta pa v homociste-

in.S—ll

5,10-metilentetrahidrofolat
reduktaza (MTHFR)

MTHEFR (EC 1.5.1.20) je klju¢ni en-
cim v presnovni poti folata, saj nepovra-
tno katalizira nastanek s5-metil-THE ki
je osnovna oblika folata v telesu.'? Funk-
cionalna skupina THF se lahko usmeri v
sintezo dTMP ali v sintezo metionina in
na ta nacin vpliva na sintezo ali na meti-
lacijo DNA.>"?

Gen MTHFR, ki kodira citoplazemski
encim MTHEFR, se nahaja na kratkem
kraku kromosoma 1, na mestu 1p36.3 in
je sestavljen iz 11 eksonov.'* Poznanih je
vec polimorfizmov tega gena, ki vplivajo
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Nemutirani homozigot (»wild-type«)

Mutirani homozigot

na aktivnost oziroma na stabilnost enci-
ma. Identificiranih je preko 40 tockov-
nih mutacij v genu MTHEFR, najbolj raz-
iskana in najbolj pogosta polimorfizma
sta C677T in A1298C.>'>"°

Polimorfizem MTHFR C677T

Polimorfizem Cé677T (rs1801133) se
nahaja v delu gena MTHFR, ki kodira
kataliticno domeno encima MTHEFR.
Zamenjava citozina s timinom na mestu
677 povzroc¢i zamenjavo alanina z vali-
nom na mestu 222 proteinske sekvence,
kar vodi v zmanjSano aktivnost enci-
ma.' "' Pri homozigotih 677TT je aktiv-
nost encima zmanj$ana za 70 %, pri he-
terozigotih pa za 35 % glede na aktivnost
pri normalnem genotipu (Tabela 1).>'?
Ob nizkem vnosu folatov predstavlja
zmanjs$ana encimska aktivnost tveganje
za kopicenje homocisteina.'” Nizja aktiv-
nost encima MTHFR povzroca tudi ve-
¢jo razpolozljivost 5,10-metilen-THE kar
pomeni, da je na razpolago ve¢ gradni-
kov za purinsko sintezo in ucinkovitejso
pretvorbo dUMP v dTMP.'® Zato zaradi
zmanjsane aktivnosti encima nastaja tudi
manj 5-metil-THE kar vodi v zmanj$a-
no remetilacijo homocisteina in znizano
raven SAM v celici. To se izraza v hipo-
metilaciji proteinov, lipidov in DNA.'"®

Pojavnost polimorfizma C677T je ge-
ografsko specifi¢na. V severnih drzavah
Evrope je priblizno 12 % homozigotov

Tabela 1: Aktivnost encima MTHFR glede na genotip.*524

Nemutirani
homozigot

(»wild-type«)

STROKOVNI CLANEK

677TT, v juzni Evropi pa do 24 %, hete-
rozigotov 677CT je okoli 40 %.'” Soraz-
merno pogosto se polimorfizem pojavlja
pri Hispancih, pri Afri¢anih in temno-
poltih, medtem ko v Braziliji in ZDA
precej poredko (Tabela 2).*"*

V Sloveniji je polimorfizem MTHFR
C677T prisoten pri vec kot polovici prebi-
valstva; 46 % je heterozigotov 677CT, 42 %
prebivalstva je nemutiranih homozigotov,
12 % Slovencev je mutiranih homozigotov
z genotipom 677 TT (Tabela 3).>*

Polimorfizem MTHFR A1298C

Drugi najpogostejsi polimorfizem
A1298C (rs1801131) povzro¢i v genu
MTHEFR zamenjavo adenina s citozinom
na mestu 1298, kar vodi v spremembo
na proteinski ravni in sicer zamenjavo
glutamata z alaninom na mestu 429.'"?*
Ta sprememba se zgodi v delu gena, ki
kodira regulacijsko domeno encima
MTHFR."! Pri homozigotih 1298CC je
aktivnost encima zmanj$ana za 40 %,
pri heterozigotih pa za 20 % (Tabela 1).
Ta sprememba v genu MTHFR ne vpli-
va bistveno na koncentracijo folata in/
ali koncentracijo homocisteina v krvi,
je pa kljub temu klinicno pomembna,
saj pri majhnem vnosu oziroma v po-
vecanih potrebah po folatu precej vpli-
va na njihovo presnovo.'"** V evropski
populaciji je pogostnost homozigotov
1298CC okoli 10 % in enako velja tudi za

Heterozigot

Mutiran homozigot

677CC 677CT 677TT

1298AA
1298AC

100 %
80 %

1298CC 60 %

n.a. (angl.: not available) — ni podatka

Spremenjena aktivnost encima 5,10-metilentetrahidrofolat reduktaze (MTHFR) kot dejavnik tveganja za Stevilne bolezni

60 %
50-60 % n. a.
n. a. n. a.
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slovensko populacijo.”” Posameznikov z
genotipom 1298AC je v Sloveniji 42 %, z
genotipom 1298AA pa 47 %.**

Alel z obema polimorfizmoma MTH-
FR C677T in A1298C je redek. Glede na
dejstvo, da so genotipe 677CT/1298AC,
677TT/1298 AC, 677TT/1298CC zasledili
zgolj pri spontano splavljenih zarodkih,
so domnevali, da polimorfizma C677T
in A1298C v polozaju cis nista zdruzljiva
z zivljenjem.'**** To domnevo je leta
2000 ovrgla kanadska raziskovalna sku-
pina, ki je prva diagnosticirala dva novo-
rojencka z genotipom 677TT/1298AC in
s tem dokazala, da se polimorfizma lah-
ko pojavljata tudi v konfiguraciji cis.>®
Te ugotovitve je potrdila tudi nadaljnja
studija, ki je med 1.238 preiskovanci di-
agnosticirala dva posameznika z genoti-
pom 677CT/1298CC in tri posameznike
z genotipom 677TT/1298AC.>" Ni pa
potrjeno, ali je genotip 677TT/1298CC
zdruzljiv z Zivljenjem ali je le tako izje-
mno redek, da ga do danes $e niso odkri-
li pri zivem posamezniku.

V primeru, da je posameznik se-
stavljen heterozigot za polimorfizem
MTHFR A1298C in Cé677T (genotip
677CT/1298AC) je aktivnost encima
zmanj$ana za 40-50 %, spremembe V

genotipu pa se zrcalijo v povisanih kon-
centracijah homocisteina in znizanih
koncentracijah folata v krvi.?> Aktivno-
sti encima MTHER glede na genotip so
prikazane v Tabeli 1.

V slovenski populaciji je le 9,3%
prebivalstva, ki ima popolno aktivnost
encima MTHFR. Najvecji delez prebi-
valstva je heterozigotov, kar pomeni,
da je povpre¢na aktivnost encima v slo-
venski populaciji med 50-60 %. Dobra
desetina prebivalstva, ki ima genotip
677TT/1298AA, pa ima encimsko ak-
tivnost MTHFR zgolj 30%. Klini¢no
pomembno znizanje encimske aktiv-
nosti imajo tudi sestavljeni heterozigoti
677CT/1298AC, ki jih je v slovenski po-
pulaciji okoli 20 % (Tabeli 1, 3).>*

Povezanost polimorfizmov v
genu za MTHFR s pojavnostjo
Stevilnih patofizioloSkih stanj

S polimorfizmi v genu MTHFR in ne-
zadostnim vnosom folatov ali njegovih
analogov ter pomanjkanjem drugih vi-
taminov pred in med nose¢nostjo je po-
vezano povecano tveganje za nastanek
prirojenih napak ploda, kot so prirojene

Tabela 2: Pojavnost polimorfizmov C677T in A1298C glede na etni¢no pripadnost®* in pojavnost polimorfizma v slovenski populaciji
v odstotkih (%).”

C677T genotip A1298C genotip ﬁe:tavlj:ent
eterozigo

Etnicna
pripadnost

Nemutirani
homozigot
(»wild-
type«)

29

Nemutirani
homozigot
(»wild-
type«)

Mutirani
homozigot

Heterozigot

Heterozigot | Mutirani
homozigot

m 78 20 2 68 3

m 31-62 35-53 3-20 49-68 30-47 2-4 14-15
m 18-45 47-50 18-30 50-66 27-34 2-6 15
m 29-54 39-51 4-27 44-48 41-46 10-12 15-23
m 42,1 46,4 11,5 47 42,2 10,4 20,2
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sréne napake, orofacialne shize in napa-
ke nevralne cevi.>"’

Najpogostejse prirojene razvojne ne-
pravilnosti so prirojene sréne napake
(CHD). Incidenca CHD v Sloveniji je
8-10 primerov na 1000 rojstev.** V letu
2014 se je po podatkih Statisti¢cnega ura-
da Republike Slovenije rodilo 20.460
otrok, predvidoma to torej pomeni 180
novih bolnikov. Tveganje za razvoj CHD
je lahko povezano s pomanjkanjem fo-
latov, bodisi zaradi vnosa ali zaradi mu-
tacij v genih za encime folatnega cikla,
tudi MTHFR.>® Izvedene so bile $tevil-
ne raziskave, zakljucki katerih niso bili
enotni glede vpliva genotipa in okoljskih
dejavnikov. Novejse metaanalize potrju-
jejo pozitivno korelacijo med polimor-
fizmom C677T in pojavom CHD.** S po-
vecanim tveganjem za CHD je povezan
tudi genotip 1298CC.*

Incidenca orofacialne shize (OFC)
je 1 na 7oo rojstev v vseh populacijah in
je druga najpogostejsa prirojena napa-
ka.***” V povezavi z OFC je gen MTHFR
dale¢ najbolj raziskan. Novejsa metaa-
naliza, ki je preucila 18 $tudij, je doka-
zala pozitivno korelacijo med materinim
genotipom 677TT in pojavnostjo OFC,
medtem ko korelacije med materinim in
otrokovim genotipom ter tveganjem za
OFC ni dokazala.’” V $tudiji slovenske
populacije otrok z OFC smo dokazali,
da se pri otrocih z genotipi, ki kodirajo
manj aktivne oblike encima MTHFR,
pojavnost shize poveca do 2,5-krat.*®

Pomemben vzrok perinatalne umrlji-
vosti predstavljajo okvare nevralne cevi
(NTD). Incidenca NTD je priblizno 1 na
1000 rojstev in se giblje med 0,78 in 12 na
1000 rojstev v vseh populacijah.>® Zna-
no je, da so NTD multifaktorske bolezni,
pri nastanku katerih sodelujejo genet-
ski in okoljski dejavniki.*® Med glavne
genetske dejavnike spadajo mutacije v
genih folatnega cikla, mo¢no povezavo
pa so dokazali tudi pri polimorfizmih

Spremenjena aktivnost encima 5,10-metilentetrahidrofolat reduktaze (MTHFR) kot dejavnik tveganja za Stevilne bolezni
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v genu MTHFR.? Pri materah, ki so se-
stavljeni heterozigoti 677CT/1298AC,
677TT/1298AC, 677CT/1298CC, ki jih je
v kavkazijski populaciji 15-23 %, se tve-
ganje za nastanek NTD poveca na 6- do
7-krat. Ce je mati homozigot 677TT, je
tveganje za nastanek NTD 2-krat vecje
kot pri materi z genotipom 677CC, ¢e pa
sta tako mati kot plod 677TT homozigo-
ta, se tveganje za nastanek NTD poveca
na 6- do 7-krat. Pri heterozigotih 677CT
je tveganje za nastanek N'TD rahlo povi-
$ano, medtem ko povezanosti med po-
limorfizmom MTHFR A1298C in NTD
pri kavkazijski populaciji ni.***?

Povecano tveganje za kardiovasku-
larne bolezni je prav tako povezano s
prisotnostjo polimorfizmov MTHEFR.
Zmanj$ana aktivnost encima MTHFR
povzroci ve¢jo koncentracijo 5,10-meti-
len-THF in zato zmanjSano koncentra-
cijo 5-metil-THE** Od koli¢ine 5-metil-
-THF je odvisna pretvorba homocisteina
v metionin. Ce je zniZana raven 5-me-
til-THE je metilacija homocisteina v
metionin manj ucinkovita, kar vodi v
nastanek hiperhomocisteinemije. Ho-
mocistein je znan bioloski oznacevalec
motene presnove folatov, ki pa je nespe-
cificen, saj nanj vplivajo tudi ostali vita-
mini B, ki so vpleteni v folatni cikel.>***
Ceprav mehanizem vpliva homociste-
ina na sr¢no-zilne bolezni ni znan, gre
verjetno za vpliv preko trombofilije, ki
pogostokrat nastane zaradi mutacije v
faktorju V Leiden (FVL), polimorfizmi
MTHEFR pa tveganje samo Se poveca-
jo. S trombofilijo in mutacijami v genu
MTHEFR so povezani tudi ponavljajoci se
splavi.**

Polimorfizmi v folatnem ciklu so po-
vezani tudi s kancerogenezo. Zmanj-
$ana remetilacija homocisteina vodi
v zmanj$ano sintezo SAM, kar vpliva
na metilacijo bioloskih molekul.”**
Znano je, da metilacijski vzorec DNA
vpliva na izrazanje genov. V splosnem
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velja, da hipometilacija poveca izraza-
nje genov, kar lahko vodi do aktivaci-
je protoonkogenov in kancerogeneze,
metilacija pa njihovo izrazanje utisa.*’
Kancerogeneza je lahko tudi posledi-
ca vecje razpolozljivosti 5,10-metilen-
-THE Vec¢ja razpolozljivost tega sub-
strata pomeni vecje Stevilo gradnikov
za metilacijo dUMP v dTMP. Ta reakci-
ja predstavlja edino pot za sintezo timi-
dina de novo. Oslabljen encim TS lahko
povzroc¢i napacno vgrajevanje dUTP
v molekulo DNA, kar vodi v poskod-
be kromosomov in nastanek lomljivih
mest na molekuli DNA. Dvoverizne
prelome molekule DNA in napacno
vgrajevanje uracila pa so raziskovalci

opazili tudi pri ljudeh z znizanim fola-
9,18,46,47

tnim statusom.

Spremembe v folatnem ciklu oziroma
folatnem statusu vplivajo tudi na nasta-
nek nevroloskih motenj. Folat igra po-
membno vlogo pri normalnem delova-
nju centralnega Zivénega sistema (CZS),
saj je kofaktor v tetrahidrobiopterin-
skem (BH4) ciklu, ki vodi v sintezo se-
rotonina in drugih nevrotransmitorjev.
Mutacije v genu MTHEFR lahko preko bi-
osinteze SAM posredno vplivajo na sin-
tezo monoaminskih nevrotransmiterjev
(serotonin, dopamin, noradrenalin) in
na razvoj Stevilnih nevroloskih motenj,
kot so bipolarna motnja, Parkinsonova
bolezen, Alzheimerjeva bolezen in va-

skularna demenca.

Tabela 3: Pojavnost polimorfizma C677T in A1298C v slovenski populaciji.®*

n.a. (angl.: not available) — ni podatka
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Nemutirani homozigot
(»wild-type«)

Nemutirani homozigot 1298AA 93%
(»wild-type«)

Heterozigot 1298AC 22,4%
Mutirani homozigot 1298CC 10,4 %

Dodajanje folatov

Zaradi priznanega pomena folata za
homeostazo organizma so v Stevilnih
drzavah uvedli dodajanje folne kisline
v prehrano. AmeriSka agencija za hrano
in zdravila (FDA) je v ZDA Ze leta 1998
uvedla dodajanje folne kisline moki, kru-
hu, kosmic¢em, koruznemu zdrobu, rizu,
testeninam in drugim zitnim izdelkom,
predvsem z namenom zmanjsati tveganje
za razvoj okvar nevralne cevi pri novo-
rojenckih.”* Nekoliko kasneje so se za ta
ukrep odlo¢ili tudi v Kanadi, $e kasneje pa
v Avstraliji.** Veéina evropskih in azijskih
drzav se za ta korak ni odlocila. Izjeme so
le Kazahstan, Kosovo, Kirgizistan, Repu-
blika Moldavija, Turkmenistan in Uzbe-
kistan.** Kljub pozitivnim u¢inkom $e ve-
dno potekajo $tevilne razprave o moznih
negativnih vplivih dodajanja folne kisline.
Prevelike koli¢ine folne kisline namrec
lahko prekrijejo simptome megaloblastne
anemije, ki nastane zaradi pomanjkanja
vitamina Bj,. Ce te simptome prepozna-
mo prepozno, lahko bolezen napreduje in
vodi do tezjih nevroloskih okvar.»** Zvi-
$ana raven folne kisline lahko vpliva tudi
na metilacijo molekule DNA in tako na
epigenetske spremembe.’!

Prehranska priporocila za dnevni
vnos folata se med drzavami razliku-
jejo, naceloma pa so postavljena tako,
da omogocajo doseganje ustreznega
folatnega statusa (serumska koncen-

Heterozigot Mutiran homozigot

26,2 % 115 %
20,2% n. a.
n.a. n.a.
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FENITOIN, I
ETANOL, ABSORPCIJA
PANKREATIN, (gastrointestinalni trakt)
HOLESTIRAMIN

(o | s

BIOTRANSFORMACUA
(jetra)

ELIMINACUA
(z urinom, blatom)

l

ANTIEPILEPTIKI
PERORALNI
KONTRACEPTIVI

?

DUIRETIKI,
HOLESTIRAMIN,
PANKREATIN

METOTREKSAT, PEMETREKSED
TRIMETOPRIM, PRIMETAMIN

LAMOTRIGIN, SULFASALAZIN \—/

DHFR

DHFR

5,10-metilen-THF

[arve | @ [ duwme |

5-FLUOROURACIL
RALTITREKSED
PEMETREKSED

Slika 2: Zdravilne u¢inkovine, povezane s folatnim ciklom.

Ucinkovine lahko vplivajo na farmakokinetiko folata (levo) ali neposredno na folatni cikel (desno). Z
rdeco so oznacene ucinkovine, Rjer je folatni cikel taréa primarnega mehanizma delovanja, z modro

so oznacene ucinkovine, ki se uporabljajo v druge terapevtske namene, vendar pa se vseeno vpletajo v
folatni cikel oziroma vplivajo na folatni status. V primeru 6-merkaptopurina (6-MPF, ozna&eno z vijoli¢no)
spremembe v folatnem ciklu vplivajo na metabolno inaktivacijo u¢inkovine. DHF: dihidrofolat; THF:
tetrahidrofolat; dTMP: deoksitimidin monofosfat; dUMP: deoksiuridin monofosfat; SAM: S-adenozil
metionin; 6-MP: 6-merkaptopurin; 6-MeMP: 6-metilmerkaptopurin; TS: timidilat sintaza; DHFR:
dihidrofolat reduktaza; SLC19A1: prenasalec reduciranega folata, TMPT: tiopurin-S-metiltransferaza.

tracija>10 nmol/L in koncentracija v
eritrocitih > 340 nmol/L) tudi v najbolj
ranljivih skupinah prebivalstva, kot so
posamezniki s polimorfizmom MTHFR
(Tabela 2).* Priporocila so enotna glede
potrebe po povisanem vnosu folatov pri
nosec¢nicah in dojecih materah, nekatere
institucije pa priporocajo visji vnos vsem
zenskam v rodni dobi, da bi preprecevali
prirojene napake ploda tudi pri nenacr-
tovanih nose¢nostih.* Dodajanje folne
kisline pred nacrtovano nosecnostjo je
skladno tudi s priporocili proizvajalcev
zdravil, ki vsebujejo folno kislino.>*"*”

Dnevni odmerki, visji od priporoce-
nih, naceloma ne predstavljajo tveganja
za zdravje, ker pa lahko prekrijejo znake
megaloblastne anemije, je dnevni vnos
folatov s hrano ali prehranskimi dopol-
nili omejen na 1000 pg folatnega ekviva-
lenta.>*

Razumevanje vloge polimorfnosti
MTHER gena je vodilo k spoznanju, da
bi bilo pri posameznikih z genotipom

Spremenjena aktivnost encima 5,10-metilentetrahidrofolat reduktaze (MTHFR) kot dejavnik tveganja za Stevilne bolezni

677TT, kjer je aktivnost MTHER le 30 %
normalne aktivnosti, priporocljivejse
jemanje metiliranih oblik folata. Na ta
nacin se izognemo zmanjsani encimski
pretvorbi, ki je posledica polimorfizma
MTHEFR. Tak$no moznost predstavlja
kalcijev levomefolat, ki je stabilna sol
L-5-metiltetrahidrofolne kisline, torej
sol prevladujoce oblike folata v plazmi,
ki v cikel presnove folatov lahko vstopa
neposredno, brez encimske pretvorbe.*®
Zagotavljanje zadostne koli¢ine folatov
lahko iznici vpliv polimorfizmov MTHFR
677,1298 in tveganje za kopicenje homoci-
steina ter tako njegove patoloske ucinke.

Povezava med prisotnostjo
polimorfizmov v genu MTHFR
in odzivom na zdravila

Zaradi pomena, ki ga ima prisotnost
polimorfizma MTHFR ter mozZnega
vpliva na izid zdravljenja, povezavo med

331



METABOLNE IN HORMONSKE MOTNJE

Tabela 4: Zdravilne uCinkovine, ki preko razli¢nih mehanizmov vplivajo na folatni cikel ali folatni status.

polimorfizmi MTHFR in ucinkovito-
stjo in/ali varnostjo zdravil raziskujejo
v $tevilnih $tudijah.®® Najve¢ raziskav je
s podrocja onkologije, ko so preucevali
predvsem metotreksat, 5-fluorouracil in
6-merkaptopurin.

Zdravila na folatni cikel oz. folatni
status vplivajo preko razlicnih mehaniz-
mov (Slika 2, Tabela 4), to pa lahko ob
prisotnosti polimorfizmov privede do
pomanjkanja folatov.

Kot prikazuje Slika 2, lahko ucin-
kovine na folatni cikel oz. folatni status
vplivajo pred ali po vstopu folata v celi-
co. Stevilna zdravila vplivajo na farma-
kokinetske procese in tako zmanjsujejo
koli¢ino folata, ki je na voljo za vstop v
celico. Fenitoin in etanol zmanjsata ob-
seg absorpcije, peroralni kontraceptivi
in antiepileptiki pospesijo biotransfor-
macijo, diuretiki povecajo eliminacijo,
medtem ko holestiramin in pankreatin
zmanjSata obseg absorpcije ter pospe-
$ita izlocanje. Zaradi inhibicije prena-
$alca SLC19A1 s sulfasalazinom je lahko
oviran tudi vstop folata v celice.” Mnoge
uc¢inkovine na folatni cikel vplivajo ne-
posredno, saj ucinkujejo na vanj vple-
tene encime. Metotreksat, pemetreksed,
trimeptoprim, primetamin, lamotrigin
in sulfasalazin zavirajo delovanje encima

DHFR, medtem ko s5-fluorouracil, ralti-
treksed in pemetreksed zmanjsajo aktiv-
nost encima TS.>°**! Poseben primer je
6-merkaptopurin, ko je uc¢inek obraten,
saj spremembe v folatnem ciklu vplivajo
na metabolno inaktiviranje u¢inkovine.®*

Prisotnost polimorfizmov v genu
MTHEFR in zato zmanj$ana aktivnost en-
cima lahko vpliva na zdravljenje z ana-
logi purinskih in pirimidinskih baz ali
analogi folne kisline, ki delujejo preko
kompetitivnega vkljucevanja v folatni
cikel.

Predstavnik fluoropirimidinov,
5-fluorouracil (5-FU), ki se uporablja za
zdravljenje solidnih tumorjev, u¢inkuje
v S-fazi celi¢nega cikla in ovira sintezo
nukleinskih kislin. Po vstopu v celico se
5-FU z encimsko reakcijo pretvori v deo-
ksifluorouracil monofosfat (5-FAUMP),
ki zavira aktivnost encima TS. Ta kata-
lizira metilacijo dUMP v dTMP, donor
metilne skupine v tej reakciji pa je mo-
lekula 5,10-metilen-THE. Do nepovra-
tne inhibicije TS pride zaradi vezave
5-FAUMP, s5,10-metilen-THF in TS v
kompleks, ki nima encimske aktivnosti.
Zato je zavrta sinteza dTMP, kar vodi v
zmanj$anje sinteze DNA, napacno vgra-
jevanje dUMP v molekulo DNA, na-
stanka lomljivih mest v molekuli DNA

560,61

Vpliv na farmakokinetske
parametre

Inhibicija encimov folatnega ~ DHFR

cikla
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ZmanjSana absorpcija

Fenitoin, pankreatin, holestiramin, sulfasalazin, etanol

antacidi, ki vsebujejo magnezij ali aluminij

PospeSen metabolizem

Fenitoin, fenobarbital, karbamazepin, pirimidon, peroralni

kontraceptivi

Pospeseno izlocanje

Tiazidni diuretiki, diuretiki zanke

Metotreksat, pemetreksed, pirimetamin, trimetoprim,

lamotrigin, sulfasalazin

TS 5-fluorouracil, raltitreksed, pemetreksed

MTHFR Metaboliti metotreksata
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ter apoptozo.>*® Zadostna znotrajce-
licna koncentracija 5,10-metilen-THF je
pomembna za optimalno ucinkovitost
5-FU.*#%® Ob prisotnem polimorfizmu
MTHER je poviSana znotrajcelicna kon-
centracija 5,10-metilen-THE, kar vpliva
na hitrost nastajanja in stabilnost kom-
pleksa TS/5-FAUMP/s5,10-metilen-THE.
To vpliva tudi na bolnikov odziv na te-
rapijo.®>®® Izvedene $tudije so pokazale
pozitivho povezavo med prisotnostjo
polimorfizma Cé677T oziroma polimor-
fizmov C677T in A1298C®* ter ucinko-
vitostjo zdravljenja s 5-FU.®*"*® Ker pa je
5-FU ucinkovina z ozkim terapevtskim
oknom, lahko povecan odziv vpliva tudi
na varnost. Ve¢ toksi¢nih uc¢inkov so na-
mrec¢ zaznali tako v prisotnosti polimor-
fizma C677T kot tudi A1298C.%*
Metotreksat (MTX) je kompetitivni
inhibitor encima DHFR, ki prepreci re-
dukcijo DHF v THE. Nekako nedosledno
ga uvrSamo med antagoniste folne kisli-
ne. Uporablja se za zdravljenje Stevil-
nih solidnih tumorjev in hematoloskih
malignih bolezni, kakor tudi za zdra-
vljenje revmati¢nih in drugih vnetnih
bolezni.>>*® Tako kot 5-FU tudi MTX
deluje predvsem na S fazo celicnega ci-
kla, njegov ucinek pa je bolj izrazit v
tkivih s hitrodele¢imi celicami. Poleg
tega presnovki MTX inhibirajo MTH-
FR.*® Pri zdravljenju z MTX lahko pride
v prisotnosti polimorfizma MTHEFR do
spremembe v koncentraciji reduciranih
folatov, do hudega poslabsanja folatne-
ga statusa ter do poviSanih koncentracij
homocisteina.”®> V §tevilnih raziskavah
so dokazali, da polimorfizem C677T v
genu MTHEFR vpliva na pojav nezelenih
ucinkov pri zdravljenju z MTX, kot so
hepatotoksi¢nost, mielosupresija, vnetje
ustne sluznice in toksi¢ni ucinki v ga-
strointestinalnem traktu.®>*® Pri bolni-
kih s polimorfizmom C677T so ob povi-
$ani toksi¢nosti MTX izmerili povisane
koncentracije homocisteina, pri homoz-

Spremenjena aktivnost encima 5,10-metilentetrahidrofolat reduktaze (MTHFR) kot dejavnik tveganja za Stevilne bolezni
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igotih 677TT pa so v primerjavi z drugi-
mi genotipi zaznali tudi visje plazemske
koncentracije MTX, kar naj bi bilo po-
vezano z nastopom nezelenih ucinkov.*?
Toksi¢ni u¢inki MTX so lahko tako hudi,
da je potrebno njegov odmerek znizati
ali pa zdravljenje za nekaj ¢asa celo pre-
kiniti.”? Izkazalo se je, da so neZeleni u¢-
niki v veliki meri povezani s pomanjka-
njem folata, zato se skladno s trenutnimi
smernicami zdravljenja takim bolnikom
pogosto dodaja folna ali pa folinska kisli-
na (s5-formil tetrahidrofolna kislina).*®¢?
Tak pristop zmanj$a pojav hudih nezele-
nih ucinkov in z njimi povezanih preki-
nitev zdravljenja, ne vpliva pa na uc¢inko-
vitost. V vecini primerov se je izkazalo,
da dodatek folne oziroma folinske Kisli-
ne ublazi ali iznici vpliv polimorfizma
C677T na toksi¢nost MTX.°?
Polimorfizem MTHEFR vpliva tudi na
zdravljenje s 6-merkaptopurinom (6-
MP), Ceprav se ta u¢inkovina ne vpleta
direktno v folatni cikel. 6-MP je analog
purina, ki se uporablja kot imunosupre-
siv in predstavlja temelj vzdrzevalnega
zdravljenja pri bolnikih z akutno limf-
oblastno levkemijo (ALL).**”*>’* Encim
tiopurin-S-metiltransferaza (TPMT) je
eden glavnih encimov, ki so odgovorni
za presnovo 6-MP do neaktivnih pre-
snovkov, njegova aktivnost pa je pove-
zana z ucinkovitostjo in varnostjo zdra-
vljenja.”>’* Encimska aktivhost TMPT
je odvisna predvsem od polimorfizmov
v genu TPMT, vplivajo pa tudi drugi
dejavniki. Mednje spada tudi endogena
koncentracija SAM, ki vpliva na stabil-
nost encima. To pomeni, da sta za ak-
tivnost TPMT pomembna tudi cikel
presnove folatov in folatni status.’>”*
Ker aktivhost MTHFR zaradi vpliva na
nastajanje 5-metil-THF vpliva tudi na
nastajanje SAM, lahko prisotnost poli-
morfnih razli¢ic tega encima prispeva
k zmanjsanju aktivnosti TPMT ter zato
toksi¢nosti 6-MP.”>”® Pokazalo se je, da
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pri pediatri¢nih bolnikih z ALL so¢asna
prisotnost polimorfizmov MTHEFR in
TPMT prispeva k povecani toksi¢no-
sti terapije, pri takih bolnikih pa je bilo
veckrat potrebno prilagoditi terapijo in
znizati odmerek. Poznavanje polimor-
fizmov MTHFR ter bolnikovega fola-
tnega statusa bi lahko torej prispevalo
k dodatni individualizaciji zdravljenja s
tiopurini.”?

Kljub intenzivnim farmakogenom-
skim raziskavam po trenutno dostopnih
podatkih obstaja le eno zdravilo, ¢igar
navodila za uporabo izrecno omenjajo
polimorfizem MTHFR. V Kanadi za-
radi povecanega tveganja za vensko ali
arterijsko tromboembolijo Zenskam s
hiperhomocisteinemijo zaradi mutacij v
genu MTHFR odsvetujejo uporabo tran-
sdermalnega kontraceptiva, ki vsebuje
kombinacijo norelgestromina in etinile-
stradiola.”® V EU in ZDA take omejitve
zaenkrat $e ni.

Obstaja Se vrsta drugih uc¢inkovin, ki
vplivajo na folatni status ali folatni cikel,
vendar je medsebojno delovanje pre-
cej slabo raziskano, podatkov o vplivu
polimorfizma MTHFR pa ni na voljo.
Mehanizmi interakcij so torej razli¢ni,
uc¢inkovine pa lahko vplivajo bodisi na

farmakokinetske parametre ali encime
folatnega cikla.

Pri uporabi nekaterih od nastetih
zdravil, recimo kombinacije trimeto-
prima in sulfametoksazola, ter pri dol-
gotrajnem zdravljenju z antiepileptiki je
skladno z navodili za uporabo potrebno
razmisliti o dodajanju folatov. Posebna
pozornost je potrebna pri bolnicah v ro-
dni dobi in nose¢nicah.’

Zakljucek

Glede na to, da lahko polimorfizmi
MTHER poglobijo pomanjkanje folata
ter vplivajo na $tevilne zdravilne uc¢inko-
vine in njihove ucinke, bi bilo s sodobni-
mi tehnikami molekularne genetike smi-
selno identificirati bolnike, pri katerih je
aktivnost encima MTHFR zmanjSana.
Sodobne tehnike molekularne genetike
namre¢ omogocajo hitro, zanesljivo in
ekonomicno ugodno izvedbo genskega
testiranja.”” Najpogosteje se uporablja-
jo testi, ki slonijo na amplifikaciji fra-
gmenta genomske DNA, ki vsebuje pre-
ucevane polimorfizme. Z uporabo alel
specifi¢cnih oligonukleotidov zanesljivo
doloc¢imo prisotnost preiskovanega poli-
morfizma in genotip preiskovanca.”®
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