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UuveD

Prirodene mane (kongenitalne malformacije) vodeci su uzrok smrti djece
u prvoj godini zivota (1,2). Defekti neuralne cijevi NTD-i, (engl. neural tube
defects) drugi su po ucestalosti nakon prirodenih mana srca. Razlikujemo vise
tipova NTD-a, a najce$¢i oblik je spina bifida, odnosno rascjep kraljeznice.
NTD-i nastaju tijekom 3. i 4. tjedna trudnoce uslijed nepravilnog zatvaranja
neuralne cijevi, fetalne ishodi$ne strukture iz koje se tijekom embrionalnog
razvoja razvijaju mozak, kraljeznica i kraljeznicka mozdina (2,3).

Folati ili vitamin B9 strukturno su sli¢ni spojevi kojima su bogate namir-
nice biljnog podrijetla, osobito zeleno lisnato povrce, a vazni su za normalan
rast i razvoj organizma (4). Folatna kiselina sintetski je pripravak te se zbog
istovjetnih biolokih uc¢inaka u organizmu kao i folati svrstava u vitamin B9.
Folatna kiselina se zbog svoje vece stabilnosti i bioraspolozivosti od prirodnih
folata dodaje u hranu i/ili dodatke prehrani (4).

Veé je u 18. stolje¢u uocena veca ucestalost NTD-a medu stanovni$tvom
nizeg socioekonomskog statusa $to se povezalo s prehranom oskudnom vita-
minima. Mogucu povezanost nedostatka folata i poremecaja u razvitku ploda
uocio je znanstvenik Callender 1944. godine (5). Nakon toga uslijedila su
brojna klinicka istrazivanja provedena u drugoj polovini 20. stoljec¢a koja su
pokazala da uzimanje folatne kiseline prije trudnoce i tijekom prvoga tromje-
se¢ja moze sprijeciti nastanak NTD-a (6). Danadnja istrazivanja usmjerena su
prema razja$njavanju molekularnih mehanizama nastanka NTD-a. Interes
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znanstvenika za istrazivanje NTD-a moze se objasniti ¢injenicom da su NTD-i
Ceste prirodene mane te da se ostalim uzro¢nicima smrti fetusa i novoroden-
¢adi (poput virusnih i drugih infekcija) smanjila ucestalost razvojem medicin-
ske znanosti (posebno je tu ulogu odigrala procijepljenost stanovnistva). Pored
toga NTD-i su javnozdravstveni problem u smislu smrtnosti, pobola, troska
lijecenja, ali i ljudske patnje (7). U Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD)
izracunato je dalijecenje djeteta sa spinom bifidom u njegovih prvih 20 godina
zivota iznosi otprilike 70.000 USD godi$nje (prema podatcima iz 2001. godine)
$to ukljucuje i prosje¢no pet operacija godi$nje u prvih 5 godina zivota (2).

U ovom ¢lanku opisani su nastanak i ucestalost NTD-a te su navedeni do
sada istrazivani ¢imbenici razvoja NTD-a. Osobita paznja posvecena je dosa-
da$njim spoznajama o ulozi folatne kiseline u prevenciji pojavnosti NTD-a te
su navedeni proucavani molekularni mehanizmi razvoja NTD-a. Spoznaje o
molekularnim mehanizmima razvoja NTD-a omogucdile bi razvoj ciljane tera-
pije tog poremecaja.

DEFEKTI NEURALNE CIJEVI

NTD-i uklju¢uju nepotpun razvoj mozga, kraljeznicke mozdine i/ili
zadtitnih pokrova tih organa. Svim tipovima NTD-a zajednicka osnova je
nepravilno zatvaranje i razvoj, odnosno ponovno otvaranje spojenih mjesta
neuralne cijevi (1, 2).

Neuralna cijev predstavlja ishodi$nu strukturu fetusa iz koje se tijekom
embriogeneze razvijaju mozak, kraljeznica i kraljeznicka mozdina fetusa sa
svim pripadajuc¢im Zivcima. Neuralna cijev prisutna je samo tijekom embrio-
geneze do trenutka formiranja sredi$njeg Ziv¢anog sustava. Proces formiranja
neuralne cijevi naziva se neurulacija (engl. neurulation). Zatvaranje neuralne
cijevi dogada se izmedu 3. i 4. tjedna trudnoce. U tom razdoblju neuralna cijev
se postupno zatvara, a proces zatvaranja mora biti potpun i pravilan. U sluca-
jevima nepravilnog zatvaranja neuralne cijevi, a zbog jo$ nedovoljno poznatih
¢imbenika, javljaju se NTD-i (1, 3).

Proces embrionalnog razvoja neuralne cijevi prikazan je na slici 1. Sredis-
nji Ziv¢ani sustav embrija pojavljuje se pocetkom 3. tjedna trudnoce u obliku
neuralne ploce. Rubovi neutralne ploce se uzdizu i postaju neuralni nabori dok
sredi$nje udubljeno podrucje predstavlja neuralni zlijeb. Daljnjim uzdizanjem
neuralni nabori se pribliZzavaju sredi$njoj liniji gdje se u konacnici spajaju.
Dakle, neuralna cijev je zatvorena cjevasta tvorba s uskim kranijalnim (kraljeznicka
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mozdina) i $irim cefalickim dijelom
(mjesto pojave prvih mozdanih mje-
huri¢a, prekursora mozga). Buduci
da se prednji i straznji dio neuralne
cijevi posljednjizatvaraju, veca je vje-
rojatnost pojave NTD-a upravo na
tim podruéjima buduce lubanje i
donjeg dijela kraljeznice (1, 3).
Razvoj tezih oblika NTD-a tije-
kom trudnoée moze rezultirati spon-
tanim pobacajem zbog smrti novoro-
denceta, dok blazi oblici NTD-a
uzrokuju otezani nacin zivota. Ovi-
sno o velicini i lokalizaciji ostecenja,
bolest se moze manifestirati u ras-
ponu od cijelozivotne nepokretnosti
do manjih fizickih nedostataka (2).
Najces¢i fenotipovi NTD-a su: spina
bifida, anencefalija i encefalokela
(slika 2., tablica 1.). NTD-i se mogu
dijagnosticirati ultrazvukom, a ako se

RUBOVI NEURALNE PLOCE NEURALNA PLOGA

1 EPIDERMA

PRIBLIZAVANJE =

NEURALNI NABORI

NEURALNA CIJEV

Slika 1. Neurulacija {formiranje neuralne cijevi).
Gornii dio slike prikazuje ljubi¢astu neuralnu
plocu Ciji se plavi rubovi uzdizu formirajuci
nabore koji se u konacnici spajaju i Cine
neuralnu cijev {prilagodeno prema (8))

ultrazvucni pregled ploda kombinira s nalazom a-fetoproteina (biljeg NTD-a)
u krvi majke ili plodnoj vodi moguce je dijagnosticirati vise od 80 % svih
malformacija fetusa prije kraja 12. tjedna trudnoce (1, 3).

Slika 2. Dijete rodeno sa spinom bifidom (9)
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Tablica 1. Osnovni fenotipovi defekata neuralne cijevi (prilagodeno prema (1, 3))

UCESTALOST/ MOGUCNOST
FENOTIP poyavnosT  OPIS LIJECENJA
Najcesca, Najblazi oblik NTD-a; greska u Intrauterinim
na 3. mjestu  spajanju neuralnih lukova kraljezaka, kirurskim zahvatom
kongenitalnih  najc¢esce se javlja u lumbosakralnom  u 28. tjednu trudnoce.
malformacija u dijelu te rezultira rascjepom Dijete se porodi
svijetu. kraljeznice (moze biti ukljucen i carskim rezom, a
éd rascjep kraljeznicke mozdine). nakon zahvata na
lg Dijete rodeno sa spinom bifidom ima kraljeix?ici vraca se u
] paralizu Zivaca od mjesta nastanka ~ Maternicu. f{ezultatl:
2 NTD-a nanize: poteskoce u hodanju ~ Smanjena ucestalost
(paraliza donjih ekstremiteta), hidrocefalusa,
nemoguénost kontroliranja mjehura poboljsana kontrola
i sfinktera (urinarna i fekalna mokrenja i defekacije
inkontinencija), intelektualne teskoce. 1 poboljsan motoricki
1azvoj nogu.
4putaceséa  »Otvorena« NTD §to znaci da je Nema.
kod zenske ziv¢ano tkivo izlozeno vanjskim
nego kod utjecajima; nije doslo do zatvaranja
muske djece.  prednjeg kraja neuralne cijevi, mjesta
N razvoja buduce lubanje; dolazi do
‘*;3 nerazvijanja svoda lubanje pa je
s malformirani mozak otkriven te je
= sklon nekrozi i propadanju tkiva.
Letalna; najé¢es$c¢e mrtvorodence; smrt
djeteta nekoliko sati ili nekoliko dana
nakon poroda. Djeca su uglavnom bez
svijesti, gluha, slijepa i ne osjec¢aju bol.
Rijetke Malformacija kostanog dijela lubanje  Manje anomalije
(zatiljni, ¢eoni, nazalni dio). mogu se lijeciti
Nepotpuno okostavanje kostiju lubanje kirurski (vracanje
od kojih je najesce (80 % slucajeva) ~ moZdanih ovojnica
ko zahvacena ljuska zatiljne kosti koja ~ unutar lubanje).
% djelomicno ili potpuno nedostaje. Ako
;ﬁ je otvor u zatiljnoj kosti malen, kroz
2 njega se izbocuje struktura nalik vreci
3

koja uklju¢uje samo mozdane ovojnice

(meningokela).

Vedina djece s encefalokelom
ne preZivi ili su te$ko mentalno
retardirana.
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Ucestalost NTD-a

Ucestalost NTD-a ovisna je o zemljopisnom podrudju, socioekonom-
skom statusu i pripadnosti odredenoj etnickoj skupini (7, 3). Tako je ucestalost
NTD-a u Kanadi 0,9 na 10 000 porodaja, u centralnoj Francuskoj 0,7 na 10 000
porodaja dok je u Ujedinjenim Arapskim Emiratima 7,7 na 10 000 porodaja, a
u Juznoj Americi 11,7 na 10 000 porodaja (2). Pojedina zemljopisna podrucdja
posebno se isticu visokom pojavno$éu NTD-a. Primjerice, za Meksiko se za
1991. godinu navodi ucestalost od 36 na 10 000 poroda (10). Na podru¢ju duz
americko-meksicke granice medu zenama hispanskog podrijetla u razdoblju
od 1993. do 1995. godine zabiljezena je ucestalost NTD-a od 16 do 18 na 10 000
porodaja, $to je dvostruko vise nego u ostatku SAD-a (za ostatak SAD navodi
se ucestalost od priblizno 6 na 10 000 poroda) (10). Posebno se po pojavnosti
ove anomalije istice podrudje sjeverne Kine, provincija Shanxi u kojoj je 1997.
godine ucestalost NTD-a bila 14,9 na 1 000 porodaja te je stoga Shanxi provin-
cija, podrudje s najvecom pojavno$¢u NTD-a na svijetu (11).

Prema podacima EUROCAT-a (engl. European Surveillance of Congenital
Anomalies) u Europskoj uniji u razdoblju od 2011. do 2015. ucestalost NTD-a
bila je 8,9 na 10 000 porodaja (12). U Hrvatskoj je ucestalost za razdoblje od
1983. do 2007. prema EUROCAT-u bila 5,4 na 10 000 porodaja (13), a za raz-
doblje od 2011. do 2015. godine 4,75 na 10 000 porodaja (12). No, ono §to je
najvaznije je da se ucestalost NTD-a zadnjih 40-tak godina u svijetu smanjuje
prvenstveno zbog pravodobne prenatalne dijagnostike.

Etiologija NTD-a ,

Tako jo$ uvijek nisu poznati rizi¢ni ¢imbenici razvoja NTD-a, smatra se da
su NTD-i posljedica vise rizi¢nih ¢imbenika i njihovih medusobnih interak-
cija, odnosno da su NTD-i multifaktorski poremecaj (2,3). Kao ¢imbenici
razvoja NTD-a navode se geneticka predispozicija, zdravstveno stanje trudnica
i okolisni ¢cimbenici (2, 7). Brojna istrazivanja isticu nutritivni faktor, odnosno
nedostatan unos folata kao vazniji okoli$ni ¢imbenik (7). To potvrduje ¢inje-
nica da je ucestalost NTD-a u zemljama u razvoju, a to je i populacija s nizim

socioekonomskim statusom, veca i do Cetiri puta nego u razvijenim zemljama
(14).

Geneticki éimbenici razvoja NTD-a
Na ukljucenost genetickih ¢imbenika u razvoj NTD-a upucuje to $to se
NTD-i ¢esto pojavljuju udruzeni s drugim genetickim oboljenjima poput Mec-
kelovog sindroma. No, kromosomske anomalije mogu se povezati svega sa 2
do 16 % slucajeva NTD-a (15). .
SREDISNJA KNJIZNICA
FARMACEUTSKO - BIOKEMI

SKI FAKULTET
10000 ZAGRES, A 433
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Na povezanost genetickih ¢cimbenika s razvojem NTD-a upucuje i to da se
NTD-i pojavljuju ucestalije u nekim etnickim skupinama, primjerice kod Mek-
sikanaca i Iraca (15). Najvazniji dokaz ukljucenosti gena u razvoj NTD-a je
pojavljivanje NTD-a unutar jedne obitelji. Istrazivanja potvrduju da je rizik za
pojavu NTD-a medu bra¢om 2 do 5 % (2). Istrazivanje provedeno u Ujedinje-
nom Kraljevstvu (UK) u razdoblju od 1972. do 1979. godine pokazalo je da ako
je u obitelji ve¢ rodeno dijete s NTD-om, vjerojatnost da ¢e se u toj obitelj
roditi drugo dijete s NTD-om je 3,14 %, a ako je u istoj obitelj rodeno ve¢ dvoje
djece s NTD-om, vjerojatnost da iduce dijete ima NTD-a je 11,76 % (16).
Nedavno istrazivanje provedeno u SAD u razdoblju od 2012. do 2013. godine
potvrdilo je ucestalost NTD-a od 3,1 % izmedu brace (prvi stupanj rodaka)
(17). Za sada su podaci o pojavljivanju NTD-a izmedu drugog stupnja rodaka
(roditelj-dijete) i tre¢eg stupnja rodaka nepotpuni, ali u pravilu pokazuju nizu
pojavnost, odnosno rizik za $iru obitelj nije ve¢i od opce populacije (2). Bududi
da danas djeca rodena s NTD-om primaju adekvatnu brigu i pomoc¢ te dozive
i reproduktivhu dob, moze se ocekivati da ce se u skoroj buducnosti dobiti i
podaci o prenodenju bolesti s roditelja na dijete.

Geni ukljuceni u razvoj NTD-a jo$ uvijek se istrazuju. Istrazivanja na
eksperimentalnim zivotinjama provedena na glodavcima pokazuju da je preko
100 gena direktno ili indirektno povezano s formiranjem neuralne cijevi, a
mutacije na tim genima mogu dovesti do razvoja NTD-a (2).

Zdravstveno stanje trudnica kao éimbenik razvoja NTD-a

Kao moguca stanja trudnica koja se povezuju s nastankom NTD-a navode
se: hiperinzulinemija, pretilost, povecana izlozenost majke stresu, pasivno
pusenje, hipertermija i uzimanje nekih vrsta lijekova (12,18).

U razdoblju od sijecnja 2003. do veljace 2004. godine provedena je popu-
lacijska studija u Shanxi provinciji (sjeverna Kina) podrucju s najvecom uce-
stalo§¢u NTD-a na svijetu (11). U toj studiji usporedeni su rizi¢ni ¢imbenici
kojima su bile izlozene majke koje su rodile djecu s NTD-om (n = 158) i kon-
trolna skupina majki (n = 226). Istrazivanje je pokazalo da niska razina obra-
zovanja (samo osnovna $kola ili nize), prethodno rodena djeca s NTD-om,
prehlade i groznice, upotreba analgetika i antipiretika, dnevno pasivno izlaga-
nje dimu cigareta, slaba ventilacija u prostorijama koje se griju kao i preko Sest
obroka u tjednu koji sadrze ukiseljeno povrée za vrijeme trudnoce pridonose
nastanku NTD-a. Cimbenici koji sprje¢avaju nastanak NTD-a su konzumacija
mesa jednom do tri puta tjedno te konzumacija mahunarki preko est puta tjedno.
Zanimljivo je da je primijecena razlika u povezanosti rizi¢nih ¢imbenika i dva
najcesca fenotipa NTD-a, anencefalije i spine bifide. Okoli$ni ¢imbenici bolje
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su korelirali s pojavnos$c¢u anencefalije, dok su prethodno rodena djecas NTD-om
bolje korelirala s pojavnoscu spine bifide.

Brojna istrazivanja provedena su medu Zenama hispanskog podrijetla na
podruéju uz americko-meksicku granicu u Teksasu, podrué¢ju SAD-a s najve-
¢om ucestalosti NTD-a. Istrazivanja su pokazala da se majcina pretilost (indeks
tielesne mase preko 30 kg/m?) i hiperinzulinemija (koncentracija inzulina u
serumu iznad 11 pIU/mL) mogu povezati s razvojem NTD-a (19). Naredno
istrazivanje provedeno na tom podrucju pokazalo je da su trudnice koje su u
prvom tromjesecju bile febrilne ili izlagane vru¢im kupkama i saunama imale
15 % vecu vjerojatnost za razvoj NTD-a fetusa, a taj je rizik bio manji ako se
febrilnost lijecila antipireticima (20). Kasnije istrazivanje na istom podrucju
pokazalo je da Zene nepusaciizlozene dimu cigarete za vrijeme trudnoce imaju
vecu vjerojatnost roditi dijete s NTD-om (21). U preglednom ¢lanku Suareza i
suradnika (2012.) obradeni su rezultati prikupljeni tijekom $est godina istrazi-
vanja (od 1995. do 2000.) o pojavnost NTD-a na podrucju uz americko-mek-
sicku granicu i moguéim rizi¢nim ¢imbenicima (10). Taj ¢lanak sistematizirao
je 23 istrazivanja na tom podrudju, a koja su ukljucila zene koje su rodile djecu
s NTD-om (n = 184) i kontrolne Zene (n = 225). Utvrdeno je da su debljina,
hiperinzulinemija, niska razina feritina, niska razina vitamina B12 te visoka
razina homocisteina ¢imbenici rizika za razvoj NTD-a. Takoder, u populaciji
¢ija je prehrana bila oskudna folatnom kiselinom, kao ¢imbenici rizika za
razvoj NTD-a pokazali su se i dijareja, stres i unos nitrata i nitrita. Autori su
zakljucili da je za razvoj NTD-a potrebno vise faktora (multifaktorski poreme-
¢aj) te da ¢e pojedinac s niskom razinom folatne kiseline biti podlozniji djelo-
vanju drugih ¢imbenika (primjerice debljini ili mikotoksinu fumnizinu B;).

Upotreba antikonvulziva, lijekova koji se koriste u sprjecavanju epileptic-
kih napadaja (npr. valproi¢na kiselina i karbamazepin), takoder povecava rizik
od kongenitalnih malformacija (18). Rizik od pojave malformacija kod djeteta
u slu¢aju majcinog uzimanja jednog antikonvulziva iznosi 7,8 %. Taj rizik moze
porasti i na 15,4 % kada se antikonvulzivi kombiniraju, odnosno koristi vide
njih istovremeno. Najteratogeniji medu antikonvulzivima pokazala se valpro-
icna kiselina (18). Antikonvulzivi prolaze placentu te djeluju direktno na
embrio/fetus, a kao moguci mehanizmi teratogenog ucinka navode se induk-
cija jetrenih enzima i ometanje apsorpcije folata (18).

Okolisni ¢imbenici ukljuceni u razvoj NTD-a

Razliciti okolisni ¢imbenici poput teskih metala (Ziva, olovo, arsen i kad-
mij), pesticida i mikotoksina povezuju se s nastankom NTD-a.

435



T.Manzin, A-M. Domijan, S. Marusi¢, P, Turéic:
Uloga folatne kiseline u sprie¢avanju defekta neuralne cijevi, Farmaceutski glasnik 74, 6/2018

U studiji koju su proveli Brender i suradnici (2006.) bile su uklju¢ene zena
hispanskog podrijetla duz americko-meksicke granice koje su rodile dijete s
NTD-om (n = 184) i kontrolna skupina zena (n = 225) s normalno razvijenim
djetetom. Ispitanicama je sakupljen uzorak plazme i urina i ispitan na prisustvo
olova, arsena, kadmija i Zive (22). U urinu Zena koje su rodile djecu s NTD-om
pronadena je poviSena razina Zive te se stoga izlozenost zivi povezala s nastan-
kom NTD-a. Autori su pretpostavili da su majke dosle u kontakt sa Zivom
preko hidratantnih krema u kojima je, upravo za vrijeme provodenja te studije,
utvrdeno prisustvo zivinog klorida. U istrazivanju provedenom u Shanxi pro-
vinciji u sjevernoj Kini (podrucje koje ima najvecu ucestalost NTD-a u svijetu)
sakupljene su placente nakon rodenja djece s NTD-om (n = 80) i kontrola (n =
50) te je u placentama izmjerena razina arsena, zive, kadmija i olova (23). U
tom istrazivanju samo je razina zive nadena u visoj koncentraciji u placentama
majki koje su rodile djecu s NTD-om nego u kontrola. Ti su rezultati direktno
povezali izlozenost majke teSkom metalu Zivi s nastankom NTD-a (23).

Ispitivan je utjecaj organskih/industrijskih zagadivaca na razvoj NTD-a.
U studiji koja je istrazila (na osnovu podataka Registra prirodenih mana Tek-
sasa, SAD) blizinu stanovanja majki koje su rodile djecu s NTD-om pored
tvornica i/ili opasnog industrijskog otpada pokazano je da blizina opasnog
otpada nema utjecaja na nastanak bolesti, ali se blizina tvornica i prisustvo
kemikalija u zraku povezalo s razvojem NTD-a (24). Znacajno veci broj sluca-
jeva spine bifide i anencefalije povezan je s izlozenosti trudnica pesticidima
(blizina podrugja zasadenih raznim poljoprivrednim kulturama). No, ti rezul-
tati dobiveni su na temelju ispunjenog upitnika, a u bioloskim uzorcima majki
(krv i urin) razina pesticida bila je ispod detekcijskog limita (25). U studiji koja
je provedena u provinciji Shanxi u Kini, placente djece rodene s NTD-om (n =
80) i kontrola (n = 50) analizirane su na prisustvo policikli¢kih aromatskih
ugljikovodika (PAH), organokloriranih pesticida, polikloriranih bifenila i poli-
brominiranih difenil etera (26). U toj studiji povezana je izloZenost majki
PAH-ovima i insekticidima o,p’-dikloro difenil trikloroetanu (DDT) i heksa-
klorocikloheksanu (HCH) s razvojem NTD-a.

Kao jedan od vjerojatno najznacajnijih okoli$nih ¢imbenika u razvoju
NTD-a navodi se i mikotoksin fumonizin B, koji je sekundarni metabolit pli-
jesni roda Fusarium (27-29). Plijesni roda Fusarium Cesti su zagadivaci kuku-
ruza, a uo¢eno je da je upravo u onim podrucjima svijeta (drzave Srednje Ame-
rike, pojedine regije Kine te Juzne Afrike) u kojima stanovnistvo ve¢inom
konzumira hranu pripremljenu iz kukuruza veca ucestalost NTD-a. Eksperi-
menti na pokusnim zZivotinjama (glodavcima) kao i epidemioloske studije
potvrdile su mikotoksin fumonizin B, kao okoli$ni ¢imbenik koji se moze
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povezati s nastankom NTD-a (28). U pokusu provedenom na misjim embri-
jima koji su tretirani s fumonizinom B; (50 pM tijekom 2 sata) doslo je do
razvoja NTD-a u 66,7 % slucajeva (30) $to je povezalo izloZzenost fumonizinu
B, s nastankom NTD-a. Epidemioloska studija provedena medu trudnicama
hispanskog podrijetla duz americko-meksicke granice pokazala je da je veca
pojavnost NTD-a u onih trudnica koje su bile izlozene fumonizinu B; (prisut-
nom u hrani pripremljenoj iz kukuruza) (31). Povezanost izlozenosti fumoni-
zinu B, s razvojem NTD-a potvrdena je i u ¢lanku Suareza i suradnika (2012.)
te su autori zakljucili da je izloZzenost fumonizinu B, rizik za razvoj NTD-a u

......

folata (10).

FOLATNA KISELINA I RAZVO]J NTD-a

Folati i folatna kiselina

Folati i folatna kiselina spadaju u skupinu vitamina B-kompleksa, vita-
mina topljivih u vodi. Folati su prirodni derivati, a folatna kiselina sintetski
pripravak vitamina B9 (32).

Naziv folat potjece od latinske rijeci follium $to znaci list. Namirnice kao
$to su zeleno lisnato povrce ($pinat, salata), brokula, mahunarke, voée (narance,
limun, kivi) i zitarice bogati su izvor folata. Meso i mesni proizvodi uglavnom
sadrze malo folata, no izuzetak je jetra koja je bogata folatima (4). U prirodi
nalazimo viSe derivata folata koji su poliglutamatni oblici tetrahidrofolata
(THF) (slika 3.). Osnovna struktura folata je pteridinski prstenkkoji je preko
metilne skupine povezan s para-aminobenzoatom koji je konjugiran ili s jed-
nom ili s viSe L-glutaminskih kiselina tvoreci tako glutamatni ili poliglutamatni
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Slika 3. Tetrahidrofolat (THF) bioloSki aktivni folat
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oblik. Biljke i gljive mogu sintetizirati THE, a Zivotinje ne (33). U tablici 2.
navedeni su neki od najcescih derivata folata. Prirodni folati su vrlo nestabilni,
a nestabilnosti pridonosi dugotrajno skladistenje i visoke temperature (termic-
kom obradom namirnica unistava se veci dio ovoga vitamina) (4, 32). Zbog
svoga poliglutamatnog oblika prirodni derivati folata puno se teze apsorbiraju.

Folatna kiselina je sintetski monoglutamat koji je oksidiran te stabilan
(slika 4.). Folatna kiselina stoga $to je monoglutamat ima bolju bioraspolozi-
vost od prirodnih derivata folata, poliglutamata. Navedeno je da je apsorpcija
na prazan Zeludac prirodnih folata dva puta slabija od folatne kiseline (7).
Upravo zbog svoje vece stabilnosti, bolje apsorpcije i bolje bioraspolozivost u
odnosu na prirodne folate, folatna kiselina se koristi pri fortifikaciji (obogaci-
vanju) hrane.

Tablica 2. Glavni derivati folata {4, 32).

SINTETSKI FOLAT
Folatna kiselina
PRIRODNI FOLATI
Dihidrofolat

Tetrahidrofolat

5-metiltetrahidrofolat
5-formiltetrahidrofolat
10-formiltetrahidrofolat
5,10-metheniltetrahidrofolat
5,10-metilentetrahidrofolat
10-formildihidrofolat

10-formil-folatna kiselina

NH, Y /N
T l o COOH
N X il I
N C—NH C~NH-CH-CH,=CH,—~COOH
2
o

Slika 4. Folatna kiselina — sintetski pripravak vitamina B9 vece stabilnosti i
bioraspoloZivosti od prirodnih folata
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Uloga folata i folatne kiseline u organizmu

U organizmu folati i folatna kiselina sudjeluju u brojnim metaboli¢kim
reakcijama, sintezi aminokiselina i nukleinskih kiselina. Prvenstveno su pot-
rebni onim stanicama koje se brzo diferenciraju i dijele, primjerice pri pro-
izvodnji stanica krvi te stanicama fetusa i njegove neuralne cijevi. Stoga je tije-
kom trudnoce povecana potreba za folatima. Brojne studije pokazuju da su
folati vazni za odrzavanje zdravlja te se njihov nedostatan unos osim s razvo-
jem NTD-a povezuje i s megaloblasticnom anemijom, kardiovaskularnim
bolestima i razvojem raka (33).

Folati i folatna kiselina nisu metabolicki aktivni oblici te se u organizmu
moraju reducirati kako bi sudjelovali u stani¢cnom metabolizmu (32). Ve¢ tije-
kom apsorpcije dolazi do metabolickih promjena (slika 5.). Poliglutamati se
hidroliziraju do monoglutamata i zatim do THE Folatna kiselina je monoglu-
tamat te se prvo prevodi u dihidrofolat pa u THE THF se uz pomo¢ enzima
metilentetrahidrofolat reduktaze (MTHEFR) prevodi u 5-metil-tetrahidrofolat
(5-metil-THF) poznat i kao 1-metilfolat koji je dominantni oblik folata kojeg
nalazimo u plazmi (32). 5-metil-THF ulazi u stanicu pomocu specifi¢nih
receptora folata. U stanici se 5-metil-THF prevodi u poliglutamate te u tom
obliku ostaje u stanici jer ne moze prijeci stanicnu membranu (15).

Folati, THF i 5-metil-THF, metaboliti prirodnih folata i folatne kiseline su
ti koji sudjeluju u metabolickim procesima. THF kao prenosilac ugljika sudje-
luje u sintezi purina i pirimidina, sastavnih dijelova DNA. Metilirani oblik,
5-metil-THE, primarni je donor metilne skupine u remetilaciji homocisteina u
metionin. Metionin je supstrat za S-adenozilmetionin (SAM) koji je univer-
zalni donor metilne skupine za DNA, histone, proteine i lipide (6). Procesi
metilacije DNA i histona omogucuju ekspresiju pojedinih gena i odrzavanje

Folna Folati iz
kiselina hrane
N
sinteza THF 5-metil-THF metilacija DNA, RNA,
DNA i RNA proteina i lipida
\
MTHFR

Slika 5. Apsorpcija i bioloska aktivacija folata i folatne kiseline te metaboliki putevi
u kojima sudjeluju folati; THF — tetrahidrofolat; MTHFR — metilentetrahidrofolat reduktaza;
5-metil-THF — 5-metil-tetrahidrofolat
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stabilnosti kromosoma te predstavljaju klju¢ne procese za normalan razvoj
embrija (15).

Dokazi o protektivnoj ulozi folatne kiseline u razvoju NTD-a

Istrazivanja provedena u drugoj polovini 20. stoljeca pokazala su da unos
ili same folatne kiseline ili multivitamina koji sadrze folatnu kiselinu prije i za
vrijeme trudnoce smanjuje pojavnost NTD-a. Smithells i suradnici (1983.)
proveli su istrazivanje u UK u koje su ukljucili preko 1000 Zena (34). Njihovo
istrazivanje pokazalo je da suplementacija s multivitaminima koji su sadrzavali
0,36 mg folatne kiseline, a koja je zapocela 2 mjeseca prije trudnoce i nastavila
se u prvome tromjese¢ju smanjuje pojavnost NTD s 5,9 % na 0,5 %. Studija
provedena na Kubi u kojoj su trudnice primale folatnu kiselinu u koncentraciji
5 mg/dan smanjila je pojavnost NTD-a s 3,5 % na 0 % (35). Neke od provede-
nih studija prikazane su u tablici 3.

Tablica 3. Studije koje su pratile unos folatne kiseline i razvoj defekta neuralne cijevi NTD-a
(engl. neural tube defects} u novorodencadi

3 SMANJENJE

AUTOR DRZAVA TRETMAN POJAVNOSTI
NTD-a

Mulinare i sur. .
1988, (36) SAD (Atlanta) MV+FA 0,8 mg za 60 %
Bower i Stanely, .. o
1989. (37) Zapadna Australija FF+MV+FA 0,8 mg za75%
Mills i sur. SAD (Kalifornija i Illinois) FF+MV+FA 0,8 m .
1989. (38) ) © Mg
Werler i sur. SAD i Kanada (Boston, 0
1993. (39) Philadelphia, Toronto) MV+FA 0,4 mg za 40 %
Shaw i sur. e o
1995. (40) SAD (Kalifornija) FA za35%

MV-multivitamini; FA-folatna kiselina; FF- folati iz hrane

U studijama navedenim u tablici 3. suplementacija s folatnom kiselinom
vec¢inom je zapocela prije trudnoce i nastavila se tijekom prvoga tromjesecja te
su sve studije, osim Millis i suradnika (1989.) zabiljezile smanjenje pojavnosti
NTD-a urasponu od 35 do 75 % (38).

Najvaznije istrazivanje proveo je Britanski savjet za istrazivanja u medi-
cini MRC-UK (engl. British Medical Research Council), a rezultati su objavljeni
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1991. godine (41). To istrazZivanje jedno je od najvecih i najvaznijih, a ukljucilo
je 33 centra u UK te je suplementaciju (koja je zapocela mjesec dana prije
zaCeca i nastavila se tijekom prvog tromjesecja) s folatnom kiselinom (4 mg/
dan) ili s multivitaminima (sa i bez folatne kiseline) usporedilo s placebom. U
grupi koja je dobivala folatnu kiselinu (samu ili s multivitaminima) zabiljezeno
je smanjenje pojavnosti od 72 % NTD-a u usporedbi s placebom, dok multivi-
taminska suplementacija bez folatne kiseline nije imala uc¢inka. Nakon toga
provedeno je tzv. »Budimpestansko istrazivanje« u kojem su trudnice dobivale
ili folatnu kiselinu (0,8 mg/dan) ili elemente u tragovima (42). U grupi Zena
koje su primale folatnu kiselinu (ukljuceno je bilo 2104 Zene) nije zabiljezen
niti jedan slu¢aj NTD-a, dok je u grupi koja je primala elemente u tragovima
(ukljuceno 2052 Zene) zabiljezeno je 6 slucajeva NTD-a. Istrazivanje prove-
deno u Kini u kojem su Zene uzimale 0,4 mg folatne kiseline takoder je zabilje-
zilo smanjenje pojavnosti NTD-a (43).

Odmah nakon objavljivanja MRC-UK studije 1991. godine Americki Cen-
tar za kontrolu i prevenciju bolesti CDC (engl. Centers for Disease Control and
Prevention) dao je preporuku Zenama koje planiraju trudnocu, a koje su viso-
korizi¢ne (ve¢ su rodile dijete s NTD-om) da unose 4 mg folatne kiseline
dnevno prije zaceca i tokom prvog tromjesecja (44). U 1992. godini, nakon
rezultata »Budimpestanske studije«, CDC je preporucio dozu od 0,4 mg folatne
kiseline za sve Zene reproduktivne dobi uz prehranu bogatu folatima, a za Zzene
koje su vec rodile dijete s NTD-om (visokorizi¢ne skupina zena) preporucena
je doza od 4 mg dnevno (45).

Rezultati preporuka i edukacije u SAD-u nisu bili zadovoljavajuci, odnosno
nije zabiljezen znacajniji pad pojavnosti NTD-a te je Americka agencija za hranu
i lijekove FDA (engl. Food and Drug Administration) 1996. godine preporucila
fortifikaciju (obogacivanje) Zitarica kao mjeru prevencije NTD-a (46). Od 1998.
godine u SAD fortifikacija Zitarica folatnom kiselinom je obavezna. Zitarice se
obogacuju s 1,4 mg folatne kiseline na 1 kg hrane da bi unos folatne kiseline u
zena reproduktivne dobi bio 0,1 mg/dan. I druge su drzave Sjeverne Amerike,
Australije i vec¢ina drzava Juzne Amerike uvele obaveznu fortifikaciju zitarica (15).

U istrazivanju u kojem je usporedena pojavnost NTD-a u SAD prije forti-
fikacije (razdoblje od 1995. do 1996. godine) s razdobljem nakon fortifikacije
(razdoblje od 1998. od 1999. godine) pojavnost spine bifide smanjila se za
31 %, a anencefalije za 16 % (47). I ostale zemlje koje su uvele obaveznu fortifi-
kaciju hrane s folatnom kiselinom zabiljezile su smanjenje pojavnosti NTD-a
od 10 do 80 % (15). Treba spomenuti i studiju provedenu u Saudijskoj Arabiji
koja nije zabiljezila znacajnu razliku u pojavnosti NTD-a izmedu razdoblja
prije obavezne fortifikacije s folatnom kiselinom i nakon (48). Iako je rezultate
teSko tumaciti stoga §to promjene Zivotnog stila ili socioekonomski status

441



T. Manzin, A-M. Domijan, S. Marusic, P Turéic:
Uloga folatne kiseline u spriecavanju defekta neuralne cijevi, Farmaceutski glasnik 74, 6/2018

utje¢u na pojavnost NTD-a, ipak moze se reci da je obavezna fortifikacija Zita-
rica dovela do smanjenja pojavnosti NTD-a (15). Neki znanstvenici isti¢u da bi
povecana izlozenost folatnoj kiselini, s obzirom da folati imaju epigenetski uci-
nak, mogla rezultirati razvojem karcinoma (15). No, zabiljezeno je da je od 1998.
godine, od kada je fortifikacija folatnom kiselinom obavezna, do$lo da smanjenja
ucestalosti i smrtnosti od karcinoma debelog crijeva u SAD (15). Kasnije objav-
ljena studija potvrdila je da se unos folatne kiseline za vrijeme trudnoce u svrhu
prevencije NTD-a ne moze povezati s razvojem karcinoma dojke niti s razvojem
karcinomabilo koje druge vrste kao ni s razvojem kardiovaskularnih bolesti (49).

Zemlje Europske unije nemaju zakon o obogadivanju hrane folatnom
kiselinom, a zdravstvene preporuke variraju od bez preporuka do preporuka
za suplementaciju prehrane za visoko rizi¢ne trudnice, ili sve Zene reproduk-
tivne dobi. Usprkos tome u EU smanjenje ucestalosti NTD-a nije zabiljezeno
(15). Zemlje ¢lanice EU nisu spremne podrzati obogac¢ivanje namirnica jer
povecani unos folatne kiseline moze prikriti nedostatak vitamina B12 te pove-
¢ati rizik raka debelog crijeva (4).

U Hrvatskoj jo$ uvijek nema postupka fortifikacije hrane kao ni sluzbenih
smjernica o uzimanju folatne kiseline prije i za vrijeme trudnoce. Uzimanje
folatne kiseline prije i za vrijeme trudnoce ovisi o informiranosti trudnica i o
preporuci ginekologa, a najce$ce se suplementacija zapoc¢ne nakon saznanja o
trudnodi. Preporuke za uzimanje folatne kiseline se slazu s FDA smjernicama:
0,4 mg/dan za niskorizi¢ne trudnoce barem do 12. tjedna i 4 do 5 mg/dan za
visokorizi¢ne trudnoce. Unato¢ nepostojanju smjernica o uzimanju folatne
kiseline, ona se nalazi u prvih 50 najkoristenijih lijekova u izvanbolnickoj
potro$nji u 2009. godini §to upucuje na postojanje svijesti trudnica o preven-
tivnoj vaznosti folatne kiseline (4, 13).

Interakcije lijekova s folatnom kiselinom

Pokazano je da neki lijekovi zbog strukturne sli¢nosti folatnoj kiselini
sprecavaju apsorpciju folatne kiseline ili ometaju metabolizam folata. To su:
sulfametoksazol + trimetoprim (antibiotik), metotreksat (citostatik), aspirin
(nesteroidni protuupalni lijek), sulfadoksin + pirimetamin (antimalarik), sulfa-
salazin (crijevni protuupalni lijek), azatioprin (imunosupresivni lijek), anta-
cidi, rifampicin (antituberkulotik) i spomenuti antikonvulzivi. Nabrojane lije-
kove treba izbjegavati za vrijeme trudnoce, no trebalo bi takoder kad god je to
moguce, izbjegavati propisivati ih Zenama reproduktivne dobi (18).

Molekularni aspekti povezanosti folatne kiseline i NTD-a

Iako epidemioloske studije pokazuju da folatna kiselina igra vaznu ulogu
u prevenciji nastanka NTD-a, mehanizam protektivnog u¢inka folatne kiseline
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u prevenciji razvoja NTD-a jo$ uvijek nije u potpunosti jasan. Zanimljivi su
slucajevi u kojima su majke imale normalnu razinu folata u krv, a rodile su
djecu s NTD-om. Pored toga, eksperimentalne Zivotinje kojima je uskracivana
folatna kiselina u prehrani imale su nizu razinu folata u krvi, ali nije doslo do
razvojaNTD-aploda. Stoga se smatra da niza razina folata majki nije dovoljna
za razvoj NTD-a (15). Pretpostavlja se da su u razvoj NTD-a vjerojatno uklju-
¢eni geni koji kodiraju proteine povezane direktno ili indirektno s metaboliz-
mom folata, folatne kiseline i metionina. Tri su moguc¢a mehanizma koja se
istrazuju: receptori folata, sinteza nukleotida i metilacija.

Razvoj NTD-a povezuje se s nedovoljnom koli¢inom folata u stanici, odno-
sno nedovoljnim ulaskom folata u stanicu, a za §to je odgovoran receptor za folat
(15). Pokazano je da Zene koje su rodile dijete s NTD-om imaju nefunkcionalni
receptor za folat na stani¢noj membrani $to dovodi do nedovoljnog ulaska folata
u stanicu (50). Pokus proveden na mi$evima koji su imali inaktivirani gen za
protein ukljucen u transport folata u stanicu rezultirao je razvojem NTD-a, a
pojavnost NTD-a se mogla smanjiti suplementacijom s folatnom kiselinom (uci-
nak je bio ovisan o dozi) (51). Stoga je moguce da visak folatne kiseline (putem
suplementacije ili obogacivanjem prehrane) moze nadomjestiti nedovoljan ula-
zak folata u stanicu. Pokazano je da mikotoksin fumonizin B, (spomenuti etio-
loski ¢imbenik NTD-a) uzrokuje vecu incidenciju NTD-a upravo djelovanjem
na receptor folata pa time i na ulazak folata u stanicu. Fumonizin B, zbog svoje
strukturne slicnosti sa sfingolipidima remeti metabolizam sfingolipida koji su
vazna strukturna komponenta stani¢nih membrana. U stani¢noj membrani sfin-
golipidi prisutni su u blizini receptora folata, a zbog fumonizina B, i njegovog
uc¢inka na metabolizam sfingolipida receptori folata postaju nefunkcionalni $to
onda u konac¢nici dovodi do manjeg ulaska folata u stanicu (27, 28). U ve¢ spo-
menutom pokusu provedenom na misjim embrijima fumonizin B, (50 uM, tije-
kom 2 sata) izazvao je pojavu 66,7 % NTD-a (30). No, kada su misji embriji tre-
tirani i s fumonizinom B, i s folatnom kiselinom (fumonizin B, 50 uM + folna
kiselina 1 mM, tijekom 2 sata) pojavnost NTD-a se smanjila na 34,3 %.

Drugi mogu¢i mehanizam utjecaja folata i folatne kiseline na nastanak
NTD-aje uloga folata usintezi nukleotida. U embriju u kojem se stanice nepre-
stano dijele povecana je potreba za nukleotidima pri replikaciji DNA. Barber i
suradnici (1999.) postavili su hipotezu da kada neuroepitelne stanice nemaju
dovoljno nukleotida, replikacija stanica se usporava te zatvaranje neuralne
cijevi kasni. Pokusi na miSevima podupiru ovu hipotezu (52).

S obzirom da su folati ukljuceni u proces metilacije, neki znanstvenici
sugeriraju poremecaj procesa metilacije kao vezu folata i nastanka NTD-a (53).
U mozgu fetusa s NTD-om zabiljezena je hipometilacija genomske DNA (54).
Istrazuje se i polimorfizam gena koji kodira za enzim MTHFR koji katalizira
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sintezu 5-metil-THE, aktivnog oblika folata potrebnog za reakcije metilacije
(55). U djece rodene s NTD-om na podrucju uz ameri¢ko-meksicku granicu
utvrden je polimorfizam MTHFR gena (10).

Potencijal 5-metil-THF u prevenciji NTD-a

Ovisno o genskoj varijaciji MTHFR gena, razlikujemo osobe s normal-
nom i manjom katalitickom aktivno$¢u (i do 68 %) enzima koji katalizira sin-
tezu 5-metil-THF (56). Istrazivanje provedeno u Hrvatskoj na 288 zdravih
dobrovoljaca pokazalo je da priblizno 46 % osobaima gensku varijantu MTHFR
gena za normalnu aktivnost enzima, a 54 % osoba ima gensku varijantu gena
za manju kataliticku aktivnost enzima (57). To otvara moguc¢nost suplementa-
cije s 5-metil-THE bioloski aktivnim metabolitom folata i folatne kiseline, a ne
folatnom kiselinom. U teoriji bi takva suplementacija bila od koristi osobama s
genetskim polimorfizmom gena za MTHFR enzim kod kojih je zabiljezena
smanjena kataliticka aktivnost tog enzima pa samim time i smanjena koncen-
tracija 5-metil-THE. U studiji u koju su bile uklju¢ene 144 zene pokazano je da
5-metil-THF postize ve¢u koncentraciju u stanicama nego kada je za suple-
mentaciju kori$tena folatna kiselina (58). Koliko bolji u¢inak ima 5-metil- THF
u odnosu na folatnu kiselinu i koja mu je perspektiva u prevenciji NTD-a tesko
je zakljuciti zbog nedostatka studija, ali nudi zanimljiva potencijalna rjesenja.

ZAKLJUCAK

Uloga folatne kiseline u sprjecavanju pojavnosti NTD-a je nedvojbeno
dokazana. Medutim NTD-i su multifaktorski poremecaji te osim nize razine
folata i/ili folatne kiseline u prehrani i neki drugi ¢imbenici poput genetski i oko-
lisnih imaju ulogu u razvoju NTD-a. Trenutno je podrudje istrazivanja moleku-
larnih mehanizama povezanosti folata s razvojem NTD-a vrlo dinamicno.
Napredak u tim istrazivanjima omogucio bi razvoj ciljane terapije NTD-a koja bi
u konac¢nici dovela i do smanjenja ucestalosti ovoga poremecaja.

Na osnovu sadasnjih spoznaja vazino je zZene koje planiraju trudnocu i
trudnice informirati i educirati o prednosti suplemenacije s folatnom kiseli-
nom. Pritom treba voditi racuna o lijekovima koji mogu interferirati s unosom
folatne kiseline i njenim metabolizmom.

The role of folic acid in prevention of neural tube defects

T. Manzin, A-M.Domijan, S. Marusi¢, P. Turdi¢

Abstract

Neural tube defects (NTDs) are the second most common type of birth
defect. In period of 2011 til 2015 in Croatia the incidence of NTDs were 4.75
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on 10 000 births. Importantly, due to better prenatal diagnosis the incidence of
NTDs is decreasing. The aetiology of NTDs is not known and NTDs are consi-
dered multifactorial disorders. Evidence so far suggests that in development of
NTDs genetics and environmental factors are involved and some studies indi-
cate importance of folate and/or folic acid deficiency.

Folates are naturally occurring while folic acid is synthetic derivate of
vitamin B9. Due to its stability and better absorption folic acid is used for
supplementation and food fortification. Within the organism folates and folic
acid are involved in numerous metabolic pathways such as synthesis of amino
acids, nucleotides and DNA methylation, indicating that folates and folic acid
are required in the processes that involve higher DNA synthesis as in embryo-
nic cells.

Studies conducted since 1970s indicate that supplementation with folic acid
(alone or in combination with other vitamins) can reduce NTDs occurrence.
Based on these results, in 1998 USA and some other countries introduced food
(cereals) fortification with folic acid that has led to the decrease of NTDs occu-
rrence in these countries for 10 to 80 %. Such fortification is not embraced in
Croatia and other European Union countries due to involvement of folic acid in
DNA methylation and possible development of cancers. Molecular mechanisms
underlying development of NTDs are not known yet. Currently, several molecu-
lar mechanisms of NTDs development are investigated such as folate receptor on
plasma membrane, nucleotide synthesis and DNA methylation. Knowledge on
the molecular mechanism of NTDs development will point to the development
of more effective intervention for treatment of NTDs.
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