Omjer S-adenozilmetionina i S-adenozilhomocisteina i
polimorfizmi gena za S-adenozilhomocistein hidrolazu
u novorodencadi s prirodenim srcanim greskama i
njihovih majki

Ninkovi¢, Dorotea

Doctoral thesis / Disertacija
2019

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, School of Medicine / Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:105:026068

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-15

Repository / Repozitorij:

Dr Med - University of Zagreb School of Medicine
Digital Repository

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:026068
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/mef:6257
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mef:6257

SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

Dorotea Ninkovic¢

Omjer S-adenozilmetionina i
S-adenozilhomocisteina i polimorfizmi
gena za S-adenozilhomocistein hidrolazu u
novorodencadi s prirodenim sréanim
greskama i njihovih majki

DISERTACIJA

Zagreb, 2019.



SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

Dorotea Ninkovic¢

Omjer S-adenozilmetionina i
S-adenozilhomocisteina i polimorfizmi
gena za S-adenozilhomocistein hidrolazu u
novorodencadi s prirodenim sréanim
greskama i njihovih majki

DISERTACIJA

Zagreb, 2019.



Autorica disertacije je Dorotea Ninkovi¢, dr. med., specijalist pedijatar - subspecijalist
neonatologije u Zavodu za neonatologiju i neonatalno intenzivno lijecenje Klinike za pedijatriju
Klinickog bolni¢kog centra Zagreb i asistentica Katedre za pedijatriju Medicinskog fakulteta

Sveucilista u Zagrebu.

Mentor disertacije je prof dr. sc. Ivo Bari¢, dr. med., specijalist pedijatar — subspecijalist
genetike, procelnik Zavoda za genetiku i bolesti metabolizma Klinike za pedijatriju Klinickog
bolnickog centra Zagreb i1 redoviti profesor Katedre za pedijatriju Medicinskog fakulteta

Sveucilista u Zagrebu.

Mjesto izvodenja istrazivanja: Klinika za pedijatriju Klinickog bolnickog centra
Zagreb, Odjel za laboratorijsku dijagnostiku nasljednih metaboli¢kih bolesti i novorodenacki
probir Klinickog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku Klini¢kog bolni¢kog centra Zagreb i

Laboratorij za naprednu genomiku Zavoda za molekularnu medicinu Instituta Ruder Boskovic.



ZAHVALA

Hvala prof. dr. sc. Ivi Bari¢u, mom mentoru i jednom od ucitelja pedijatrije.

Neizmjerno hvala prof. dr. sc. Kseniji Fumi¢, bez ¢ije nesebi¢ne pomoci ove disertacije ne bi
bilo.

Hvala Ivi Bilandziji, Ivani Krizi¢, Tariku Kapic¢u, Josipi Gulin i ostalim kolegicama iz Odjela za
laboratorijsku dijagnostiku nasljednih metabolickih bolesti i novorodenacki probir Klini¢kog

zavoda za laboratorijsku dijagnostiku Klinickog bolnickog centra Zagreb.

Hvala dr. sc. Danijeli Petkovi¢ Ramadzi, prof. dr. sc. Ivanu Mal¢ic¢u, dr. Dorotei Bartonicek, dr.

Robertu Beluzic¢u te dr. sc. Oliveru Vugreku.
Hvala magistri sestrinstva Mariji Dzimbeg i vi$oj medicinskoj sestri Vi$nji Mihel¢ic.

Hvala mojim roditeljima, mojem suprugu i mojoj djecici na ljubavi i podrSci kojom me

svakodnevno blagoslivljaju.

Hvala mom Gospodinu na Milosti koju mi ne prestaje pruZati.



SADRZAJ

POPIS KRATICA

1.1

1.1.1.

1.1.2.

1.1.3.

1.2.

1.3.

1.3.1

1.3.2.

1.33.

1.3.4.

1.3.5.

1.3.6.

1.3.7.

1.4.

14.1.

1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

1.5.

15.1.

1.5.2.

15.2.1.

LAY TSRS 1
Etiopatogeneza prirodenih sréanih greSaka.........c..cooiiiiiiiiiiiniiiiiic e 1
Pojavnost prirodenih sréanih GreSaka...........ccvocviiiiiiiiieiieie e 1
VAV o] [ (o7 VSRS 1
Etiopatogenetska podjela prirodenih sréanih @reSaka..........cooveivveirieis e 4
Cimbenici koji utjeéu na pojavnost SIEANi GreSAKA .........ccvvereerrerereeeeiesiesessesssssessesssesssssss s ssessrsessssessssnssnns 7
Metabolizam metionina, homocisteing i FOIAta. ............covrviirii 8
/] o] o OSSPSR 8
S o (=T ooy [ T=1 o] 1o PSRRI 10
S o (=T aToyA 1 ToT g oo ] 11T o SRS 11
MEtilACijSKi POTENCIJAL ......eveiveeiictiit ettt b e et s b e bbbt b et sb e 13
Povezanost ciklusa folata i remetilacije NOMOCISIEING. ..........cciieeieiiiieere e 16

Povezanost poremecaja u ciklusu folata, metionina i homocisteina i pojavnosti prirodenih malformacija ..17
Dosadasnje spoznaje o povezanosti prirodenih sr¢anih greSaka i poremecéaja metilacije.........cccccvvviivrnnennen. 18
Povezanost prirodenih sréanih gresaka i enzima koji sudjeluju u metabolizmu folata...........cccccoeviirnenne. 21

Utjecaj polimorfizama gena za metiltetrahidrofolat reduktazu (MTHFR) na pojavnost prirodene sréane

Utjecaj polimorfizama gena za betain homocistein metiltransferazu (BHMT) na pojavnost prirodene

R o= VL0 (=T SRS 22
Utjecaj polimorfizama gena za transkobalamin 11 (TCII) na pojavnost prirodene sréane greske.................. 23

Utjecaj polimorfizama gena za metionin sintetaza reduktaza (MTRR) na pojavnost prirodene sréane

Manjak adenozin KiNAzZe ...........cooviriii e 24
Manjak i polimorfizmi S-adenozilhomocistein hidrolaze............cooeieiiiiin e 25

Enzim S-adenozilnomOCiStEIN NIAIOIAZA .........cooveeiiiee ettt ettt e st e st e e e e s e e st e e s e rares 25



1.5.2.2. GEN AHCY .ot 27

1.5.2.2.1. Grada geNa AHCY .....coiiiiiiriieii e 27
1.5.2.2.2. POlimOrfizmi geNa AHCY .....oiiiiici ettt st se ettt s b et et e ne e e ere s srenrenrenes 28
1.5.2.2.3. Patogene MULACIje GENA ACHY ......coiiiii ettt ettt e e e e s e e e te s steseeneenee e aneanens 30
2. HIPOTEZA .ottt r Rt e e e st e R e st n Rt e ae e ee e s e Rt e R e e R ame s s r e e e e reen e 33
3. CILIEVI RADA ettt h et R e s R R e R e e et e R e s e aR e se e s e e nr e e n e s renre s 34
4. ISPITANICI, MATERIJALI I METODE ...ttt et s 35
4. 1. ISPITANICT ...ttt bbbtttk bbbt bbb bbb bbbt R btk ee b e bbb b er e nns 34
4. 2. MBELEFTJAIT T MELOTE ...ttt bbbt bbbttt 40
O R o ] (U o] T Uq [N L oL L SR 40

4.2.2.  Mjerenje S-adenozilmetionina i S-adenozilhomocisteina metodom tekucéinske kromatografije visoke

djelotvornosti i tandemskom SPektromMEtrijom MASA ........c.covieeieerie i 40
O N S - To = R IS Y = LV 01 (o o 1] - TSR 40
4.2.2.2. OPrEMA T PIIDOT ..ot b et bbb ekttt b e £t eb et b et bt e et bt e eebere s 41
4.2.2.3. Postupak pripreme uzoraka za aNAlIZU ............coieiiiiiiiii e s 42
4.2.2.3.1. Uzorkovanje krvi i priprema uzoraka za mjerenje S-adenozilmetionina i S-adenozilhomocisteina............ 42
4.2.2.3.2. Izdvajanje S-adenozilmetionina i S-adenozilhomocisteina putem SPE-KOIONa ...........ccoeoevviricincncens 42

4.2.2.4. Razdvajanje S-adenozilmetionina i S-adenozilhomocisteina metodom tekucinske kromatografije visoke

djelotvornosti i tandemske SPEKLOMELIiJE MASA ......ecvveiieeieiiieie ettt sae s 42
4.2.2.4.1. Priprema otapala i HPLC-UIEAAJA ......ccveoveireieieieeieieieieee et sttt 43

4.2.2.5. Referentne vrijednosti za S-adenozilhomocistein, S-adenozilmetionin i metilacijski potencijal u nasem

TAIOTALONTIU ...ttt ettt bbb bbb e bbb bt bbbttt et e b e ene e 45
4.2.3.  Odredivanje polimorfizama gena ACHY (SAHH-2 i SAHH-3).......ccccniiiiiiiiie e 46
4.2.3.1. 1zdvajanje genOMSKE DINA ..ottt et b bbbttt b etk e bt e et e s 46
4.2.3.2. Sekvenciranje egzona 2, 314 gENAAHCY ..o 47
4.3. SEAtISTICKE MELOAE ...eiviieie ettt bttt bbbt et e et e bt et e b e bt e bt e nbe e e e nnrenreenes 49
5. REZULTATI oottt ettt 2212512288ttt ettt 50

5.1. S-adenozilmetionin, S-adenozilhomocistein i metilacijski potencijal u novorodencadi s prirodenom

sréanom gresKom i U NJINOVIN MAJKI.......cooiiiii e s e 50



5.1.1

5.1.2.

5.1.3.

5.1.4.

5.1.5.

5.1.6.

5.1.7.

5.1.8.

5.1.9.

5.1.10.

5.1.11.

5.1.12.

5.1.13.

5.1.14.

5.1.15.

Usporedba koncentracija S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i metilacijskog potencijala u

plazmi novorodencadi s prirodenom sréanom greskom i u referentnoj SKUPIiNi...........ccoveeveincciennenneenn 50

Usporedba koncentracija S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i metilacijskog potencijala u

plazmi majki novorodencadi s prirodenom sréanom greskom i u referentnoj skupini ........ccccocevveeveviinnnae 57

Medusobni odnos koncentracija S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i metilacijskog potencijala

u ispitivanoj skupini novorodencadi s prirodenom sréanom greSKOm ........ccceveveveneneieeneiese s 59

Medusobni odnos koncentracija S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i metilacijskog potencijala

u ispitivanoj skupini majki novorodencadi s prirodenom sréanom greskom..........ccoccveveenenenesenerniinne, 62

Usporedba koncentracija S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i metilacijskog potencijala u
ispitivanoj skupini u 0dnosu Na dob ISPItANIKA ..........ccoveieieiiiiecere e e 63

Usporedba koncentracija S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i metilacijskog potencijala u

ispitivanoj skupini u 0dnosu Na SPOI ISPITANTKA ........ceveeiieiiiice e 69

Koncentracije S-adenozilmetionina i S-adenozilhomocisteina te metilacijski potencijal u ispitivanoj

skupini 1 0dnosu Na MOTLAIIEEL. ..........ut i e e 71

Usporedba koncentracija S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i metilacijskog potencijala u

ispitivanim skupinama s obzirom na etiopatogenetsku podjelu prirodenih sréanih greski po Clarku........... 73

Koncentracije S-adenozilmetionina i S-adenozilhomocisteina te metilacijski potencijal u majki
novorodencadi s prirodenom sréanom greskom u odnosu na prethodne pobacaje........ccocvevvevveveriesvenenn 78

Koncentracije S-adenozilmetionina i S-adenozilhomocisteina te metilacijski potencijal u majki

novorodencadi s prirodenom sréanom greskom u 0dnosu Na MItVOrOdeNE. .........ccvevveeveriesesieese e seve e 79

Koncentracije S-adenozilmetionina i S-adenozilhomocisteina te metilacijski potencijal u majki
novorodencadi s prirodenom sréanom greskom u odnosu na postojanje drugih potomaka s prirodenom

STEANOIM GFESKOM. ...ttt ettt ettt ettt ettt b et bbbt bt eb e s b e st e b e s b st eb e s e e b e st ek e Rt eb e st eb e s b bt seebesb et st e e enenea 80

Koncentracije S-adenozilmetionina i S-adenozilhomocisteina te metilacijski potencijal u novorodencadi
s prirodenom sré¢anom greskom u odnosu na postojanje spontanih pobac¢aja, mrtvorodenih i drugih
potomaka s prirodenom sréanim greskom u Njihovih MajKi...........cccoveiiiiiiiiiieccc e 81

Utjecaj primjene folne kiseline u prvom tromjese¢ju trudnoce na koncentraciju S-adenozilmetionina,

S-adenozilhomocisteina i metilacijski potencijal u novorodenéadi s prirodenom sréanom greskom........... 81

Utjecaj primjene folne kiseline u prvom tromjese¢ju trudnoce na koncentraciju S-adenozilmetionina, S-

adenozilhomocisteina i metilacijski potencijal u majki novorodenéadi s prirodenom sréanom greskom.....84

Utjecaj primjene vitamina B, u prvom tromjese¢ju trudnoc¢e na koncentraciju S-adenozilmetionina,

S-adenozilhomocisteina i metilacijski potencijal u novorodenc¢adi s prirodenom sréanom greskom .......... 86



5.1.16.

5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

6.1.

6.1.1.

6.1.2.

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.3.

6.3.1.

6.3.2.

6.3.3.

6.3.4.

6.3.5.

Utjecaj primjene vitamina By, u prvom tromjese¢ju trudnoc¢e na koncentraciju S-adenozilmetionina, S-

adenozilhomocisteina i metilacijski potencijal u majki novorodenéadi s prirodenom sréanom greskom.... 89
Polimorfizmi gena AHCY u novorodencadi s prirodenom sréanom greskom i u njihovih majki................. 91

Ucestalost polimorfizama rs13043752 (112 C>T) i rs41301825 (377 G>A) gena AHCY u ispitivanim

R (U o1 U - VS 91

Utjecaj polimorfizma rs13043752 (112 C>T) gena AHCY na koncentraciju S-adenozilmetionina,

S-adenozilhomocisteina i metilacijski potencijal u ispitivanim skupinama............cccoceeverininennensienene, 92
Dodatne mutacije otkrivene ispitivanjem polimorfizama gena AHCY .........cocoiiinineisceee e 96
RASPRAVA . .ttt etttk bttt ehta ettt s .97
Poremecaj metilacije u majki novorodencadi s prirodenim sréanim greSKama..........ccoeeveveeveeseeseseesenenn, 98

Koncentracije S-adenozilmetionina i S-adenozilhomocisteina te metilacijski potencijal u majki

novorodencadi s prirodenim sré¢anim greskama u odnosu na referentnu SKUPINU...........ccccovieieeieceecnennenn, 98

Uzrokuju li smanjeni metilacijski potencijal i povisena koncentracija S-adenozilhomocisteina u majke
pojavu prirodene sréane greSke U POTOMAKA?. .......cvvviviireieieieieese sttt ne s 100

Poremecaj metilacije u novorodencadi s prirodenim sréanim greskama..........coeevevivvinensncnncneeenns 103

Koncentracije S-adenozilmetionina i S-adenozilhomocisteina te metilacijski potencijal u novorodencadi

s prirodenim sréanim greskama u odnosu na referentnu SKUPINU .........coovevveiineninnenene e 103

Potencijalna stetnost povisenih koncentracija S-adenozilmetionina u novorodencadi s prirodenim sréanim
0 2] 0 T VUSRS 108

Cimbenici koji mogu utjecati na koncentracije S-adenozilmetionina i S-adenozilhomocisteina i promjenu

MELHACIISKOG POLENCIAIA. ... .c.ve it e e s e s re e s s esesreesresraeneens 110

Utjecaj dobi na koncentracije S-adenozilmetionina i S-adenozilhomocisteina i promjenu metilacijskog

001 1=T g o7 - 1 TSP 110

Utjecaj spola na koncentracije S-adenozilmetionina i S-adenozilhomocisteina i promjenu metilacijskog

001 0=T g ToT - 1 T PSP 111

Usporedba S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i metilacijskog potencijala u ispitivanoj

SKUPING U 00NOSU N MOFATLET .....eeiieieeie ettt b e bbb ettt be e 112

Postoji li razlika u koncentracijama S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i metilacijskog
potencijala u novorodencadi s prirodenim sréanim greskama i u njihovih majki izmedu pojedinih skupina

prirodenih sréanih gre$aka prema etiopatogenetskoj podjeli prema Clarku...........ccoooevvenveiinenniencennn, 113

Utjecaj drugih faktora u majki novorodené¢adi s prirodenom sréanom gre$kom na koncentracije

S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i metilacijskog potencijala..........c.ccoovervienneiiennennnn, 115



6.3.6.

6.3.7.

6.4.

6.5.

10.

11.

Utjecaj primjene folne kiseline u prvom tromjesjecju trudno¢e na koncentracije S-adenozilmetionina,
S-adenozilhomocisteina i metilacijski potencijal u novorodenc¢adi s prirodenom sréanom greskom i

AL aTo N2 LA 447V SRR 116

Utjecaj primjene vitamina By, u prvom tromjesje¢ju trudnoc¢e na koncentracije S-adenozilmetionina,
S-adenozilhomocisteina i metilacijski potencijal u novorodencadi s prirodenom sréanom greskom i

NJINOVIN MAJKIL...eeiiiicc e et e et e e e te e st e e e s et e e reent e ee e enee e enes 118

Pouzdanost tekuc¢inske kromatografije visoke djelotvornosti i tandemske spektrometrije masa za mjerenje

koncentracija S-adenozilmetionina i S-adenozilhomocisteina u plazmi ..........c.cccoeineieniininencnee 120

Ucestalost polimorfizama rs13043752 (112 C>T) i rs41301825 (377 G>A) gena AHCY u ispitivanim

SKUPINAIMAL. . . ..ottt ee e e et esa e ste e e seesreeenneeenns L2

ZAKLIUCCH oottt bbb 123
SADRZA......coooevoeeeeeeeveeeveee e es e 126
SUMMAOARY ....oooooevvosseeeesees s se e s s s s ee s s s s s s s s ssaess s 128
POPIS LITERATURE .....oocviivieeieceeeeeeeseeeeseee s ees s aess s sssn s en s sssnssnssenns oo 130
KRATKA BIOGRAFIIA ... eeeeeeseeee s as s es s sns s s s s s nnsesnseans 151

PRILOG - Anketni list za istrazivanje metilacijskih poremecaja u prirodenim sréanim gresakama.............c.ccoceeeee. 152



KRATICE

ADM — adenozin deaminaza

AdoHcy — S-adenozilhomocistein

AdoMet — S-adenozilmetionin

ADK — adenozin kinaza

ADP — adenozin difosfat

AHCY — gen koji kodira enzim S-adenozilhomocistein hidrolazu
AMP — adenozin monofosfat

ASD — atrijski septalni defekt

ATP — adenozin trifosfat

BHMT — betain-homocistein metiltransferaza

Chbl — kobalamin

CBS — cistationin B-sintetaza

CCAVC — kompletni zajednicki atrioventrikulski kanal
CTH — cistation y-liaza

DHF — dihidrofolat

DHFR — dihidrofolat reduktaza

DNA — deoksiribonukleinska kiselina (od engl. deoxyribonucleic acid)
DORV — dvostruki izlaz krvnih zila iz desne klijetke
DMG — dimetilglicin

dTMP — deoksitiamin monofosfat

dUuMP — deoksiuracil monofosfat

EDTA — etilendiamintetraoctena kiselina

ESI — ionizacija putem elekrospreja (engl. electrospray ionization)



GNMT
GSH
GSSG
Hcy

HPLC

ICH

I-TGA

LC-MS

MAT
Met

Ml
MMA
MS

MS

MT
MtDNA
MTHF
MTHFD1
MTHFR

MTR

— glicin N-metiltransferaza
— glutation

— oksidirani glutation
—homocistein

— tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (od engl. High Performance

Liquid Chromatography)
— interni standard

— Medunarodna konferencija za harmonizaciju (od engl. International Council
for Harmonis ation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for

Human Use)
— korigirana transpozicija velikih krvnih zila

— tekuc¢inska kromatografija sa spektrometrijom masa (od engl. Liquid

Chromatography — Mass Spectrometry)
— metionin adenoziltransferaza
— metionin
— metilacijski indeks
— metilmalonska kiselina
— tandemski spektometar masa
— metionin sintetaza
— metiltransferaza
— mitohondrijska DNA
— metiltetrahidrofolat
— metiltetrahidrofolat dehidrogenaza 1
— metiltetrahidrofolat reduktaza

— metionin sintetaza



MTRR — metionin sintetaza reduktaza

NAD — nikotinamid adenin dinukleotid

PCR — lanc¢ana reakcija polimerazom (od engl. Polymerase Chain Reaction)

PDA — otvoreni duktus arteriozus

RFLP — polimorfizam duzine restrikcijskih ulomaka (od engl. Restriction Fragment

Length Polymorphism)

RNA — ribonukleinska kiselina (od engl. ribonucleic acid)
SAHH — S-adenozilhomocistein hidrolaza

SHMT — serin hidroksimetil transferaza

SNP — polimorfizam jednog nukelotida (od engl. Single Nucleotide Polymorphism)
SPE — (solid-phase extraction) kolone

TA 1B — trikuspidalna atrezija tipa 11B

TAPVC — potpuni poremecaj utoka pluénih vena

TCII — trankobalamin 11

TAC — zajednicki arterijski trunkus

tHcy — ukupni homocistein

THF — tetrahidrofolat

TRIS — trihidroksimetilaminometan

TYMS — timidilat sintetaze

UTR — nekodirajuce regije RNA (od eng untranslated region)
VCC — prirodena src¢ana greska

VSD — ventrikulski septalni defekt

5-MTHF — 5-metiltetrahidrofolat

5,10-MTHF —5,10-metilentetrahidrofolat



1. UVOD

1.1. ETIOPATOGENEZA PRIROPENIH SRCANIH GRESAKA

1.1.1. Pojavnost prirodenih sréanih gresaka

Svake se godine u svijetu rada vise od milijun djece s prirodenom srcanom greskom (1).
Prirodena sr¢ana greska je najcesca ,,majore malformacija cija se prevalencija krece u rasponu od
2 do 11,7 na 1000 zivorodene djece (2,3,4). Prevalencija prirodene sr¢ane greske u SAD-u iznosi
8 do 10 na 1000 novorodencadi, dok u Hrvatskoj ista iznosi 7,2 na 1000 novorodencadi (5). lako
se sve veci znacaj pridaje prevenciji njihovog nastanka u vidu prekoncepcijske primjene folne
kiseline i izbjegavanja teratogena te njihovom prenatalnom otkrivanju putem fetalne
ehokardiografije kako bi se optimiziralo postnatalno zbrinjavanje, prirodene srcane greske i dalje

predstavljaju najcesci uzrok smrti u perinatalnom i neonatalnom razdoblju (6).

Prema vremenu nastanka prirodene sréane greske mozemo svrstati u malformacije kao
primarne sré¢ane greske nastale u ranom razdoblju kardiovaskularne morfogeneze, deformacije
koje se razvijaju ve¢ intrauterino nakon zavrsene morfogeneze zbog hemodinamskih uvjeta ili
disrupcije koje predstavljanju genski uvjetovane morfoloske promjene koje postupno ogcituju

svoju fenotipiju s rastom jedinke (7).

1.1.2. Razvoj srca

U cilju shvacanja podjele sr¢anih gresaka, potrebno je imati spoznaju o 0snovama razvoja
srca. Naime, srce se razvija iz sr¢anih stanica, kardiomiocita, koje potjecu iz antero-lateralnog
mezoderma. U morfogenezi sudjeluju brojni molekularni ¢imbenici i transkripcijski faktori koji
se aktiviraju ili suprimiraju vlastitu aktivnost u odredenim fazama sréanog razvoja. Vaskularni
sustav se pocinje razvijati sredinom treceg tjedna gestacije 1 njegov razvoj zavrSava u desetom
tjednu gestacije. U tablici 1 detaljno je opisan tijek razvoja srca zavisno od stadija razvoja
ljudskog embrija ( tzv. Carnegie stadiji).



Tablica 1. Tijek razvoja srca prema stadijima razvoja ljudskog embrija (preuzeto i neznatno

modificirano iz literaturnog navoda br. 8)

Carnegie | Postkoncepcijski | Stadij sréanog razvitka

stadij dani

CS8 17-19 formiranje sr¢ane petlje

CS9 19-21 pocetno presavijanje sréane petlje, formiranje perikardijalnih Supljina,
endokardijalnog pleksusa i sréanog matriksa

CS10 22-23 srce ima otkucaje, endokardijalne cjevéice se spajaju, mezokardij se probija,
zapocinje savijanje, klijetke se po¢inju oblikovati

Csi1 23-26 atriji se oblikuju, formira se proepikardij

CS12 26-30 stvara se septum primum i desna venska valvula, stvara se muskularni dio
ventikulskog septuma, po¢inje rast epikarda, nastaju stanice u sréanom matriksu

CSs13 28-32 formiraju se atrioventrikularni (AV)-jastu¢ici, pluéne vene se usmjeravaju prema
lijevoj pretklijetki, lijevi venski zalistak se formira, epikardijalni mezenhim se
pojavljuje u AV-sulkusu

CS14 31-35 AV-jastucici se priblizavaju, grebeni izlaznog trakta postaju vidljivi, formiraju se
kapilare u epikardijalnom mezenhimu

CS15 35-38 AV-jastucic¢i se pozicioniraju jedan naprama drugom, formira se sekundarni
foramen ovale, distalni izlazni trakt se razdvaja

CS16 37-42 primarni atrijski septum se zatvara, grebeni izlaznog trakta se priblizavaju
intraventrikulskom septumu, cijelo srce je prekriveno epikardom

CS17 42-44 formira se sekundarni atrijski septum, sinusni ¢vor postaje vidljiv, lijevi i desni
AV-spoj se razdvajaju, izdvaja se izlazni trakt desne Klijekte, razvijaju se
semilunarne valvule

CS18 44-48 formiraju se papilarni misi¢i, formiraju se AV-zalisci

CS19 48-51 lijeva venozna valvula se spaja sa sekundarnim septumom

cs21 53-54 stvaraju se glavne grane koronarnih arterija

CSs22 54-56 formiraju se korde tendinee

CS23 56-60 kuspisi trikuspdialne valvule se delaminiraju




Srcane prastanice nalaze se u epiblastu, lateralno od primitivne pruge kroz koju one
migriraju. Prve migriraju stanice iz kojih ¢e se razviti izlazni dijelovi srca, dok ¢e od stanica koje
migriraju poslije nastati kaudalni dijelovi srca, desni ventrikul, lijevi ventrikul i sinus venosus.
Tijekom razvoja, induktivnim djelovanjem endoderma te se stanice diferenciraju u mioblaste
sr¢anog misSica. Otoc€ici tih stanica stvaraju kardiogeno podrucje, a iz embrionalne Supljine iznad
njih razvija se perikardijalna Supljina. Sréana cijev u pocéetku leZzi neposredno ispod
mandibularnih nastavaka, zatim se polagano spusta u prsni ko$ i pomice se ulijevo. Ovaj proces

nastaje kao posljedica savijanja embrija kraniokaudalno i lateralno u oba smjera (slika 1).

Slika 1. Savijanje embrija i formiranje sréanih Supljina (preuzeto iz literaturnog navoda br. 8)
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Time se dvije endotelne cjevCice u visceralnom mezodermu priblize jedna drugoj i
konacno se medusobno spoje u zajednicku srcanu cijev. Osnova srca ostaje jedinstvena prosSirena
cijev. Prednji savijeni kraj potkovaste osnove prosiri se u osnovu za bududi izlazni (arterijski)

kraj srca i sréane klijetke. Izlazni dio srca, sr¢ani konus, razvija se u petom tjednu rastom dvaju



grebena postavljenih jedan nasuprot drugomu: desni gornji i lijevi donji trunkalni greben. Oba
izrastaju jedan prema drugome i prema dolje te se postupno spajaju. Aktiviraju se endokardijalni
jastuci¢i stvarajuci pregradu koja se razvija uz istovremenu rotaciju pulmonalne valvule oko
aortalne, pa nastaje njihovo spiralno pregradivanje. Glavne sréane pregrade nastaju izmedu 27. 1
37. dana razvoja. U srcanoj cijevi nastaju endokardijalni jastuCi¢i koji se razvijaju u
atrioventrikularnom podrucju, gdje sudjeluju u nastanku atrioventrikularnih us¢a, membranskih
dijelova interatrijske i interventrikularne pregrade te u konotrunkusnom podrucju, gdje sudjeluju

u oblikovanju usca aorte i pluéne arterije (8).
1.1.3. Etiopatogenetska podjela prirodenih sréanih greSaka

Na temelju navedenih spoznaja iz embriologije i1 genetike Clark je 1986. godine predlozio
etiopatogenetsku podjelu prirodenih sréanih gresaka (9), a 1996. godine objavio njezinu reviziju
(10). Clarkova klasifikacija se zasniva na pretpostavci da relativno mali broj razvojnih
mehanizama uzrokuje vrlo Siroki spektar fenotipski slicnih sréanih greSaka, koje pak zbog
morfoloskih razlika mogu imati razli¢itu hemodinamiku. Na temelju Clarkove teorije prirodene
sréane greSke se dijele prema patogenetskom mehanizmu nastanka u Sest skupina poremecaja
(tablica 2).

Tablica 2. Patogeneticki mehanizmi koji se prema Clarkovoj teoriji smatraju uzrocima

anatomskih defekata (preuzeto i modificirano iz literaturnog navoda br. 9 i 10)

PATOGENI MEHANIZAM MORFOLOSKI POREMECAJ
1. POREMECAJI SMJESTAJA 1 FORMIRANJA o Nepotpuna lateralizacija (heterotaksija) + atrijski
SRCANE PETLIJE izomerizam (dvostruka jednostranost)

o Korigirana transpozicija velikih krvnih Zila (I-TGA)

e Horizontalno septirano srce (superior-inferior

ventrikul)
2. POREMECAJ MIGRACIJE NEUROEKTODERMA | o Zajedni¢ki arterijski trunkus (TAC)
U MEZENHIMNU OSNOVU ZA SRCE e Aortopulmonalni prozor

e Pulmonalna atrezija s VSD-om
o Tetralogija Fallot
e Dvostruki izlaz krvnih zila iz desne klijetke (DORV)




A) Poremecaji u septaciji konotrunkusa

B) Abnormalnosti polozaja konotrunkusnih jastuci¢a

VSD subaortalni
Transpozicija velikih krvnih Zila (d-TGA)- s VSD-

om i anomalijama luka aorte

C) Anomalije aortalnih (skrznih) lukova

Prekid luka aorte tip B
Dvostruki luk aorte
Desni luk aorte (zrcalna slika)

Abnormalna izlazista arterija aortalnog luka

3. POREMECAJI IZVANSTANICNOG MATRIKSA-
poremecaji endokardijalnih jastuc¢ica

Kompletni zajednic¢ki AV-kanal (CCAVC)
Parcijalni AV-septumski defekt (ASD tip I)
VSD AV-kanala (inlet VSD ili tip 111)

Displazija pulmonalne/aortne valvule

4. POREMECAJI USMJERENOG RASTA

Potpuni anomalni utok pulmonalnih vena (TAPVC)
Parcijalni anomalni utok pulmonalnih vena +
scimitar sindrom

Cor triatriatum sinistrum

5. ABNORMALNOSTI APOPTOZE

Muskularni VSD

Ebsteinova anomalija trikuspidalne valvule

6. POREMECAJI INTRAKARDIJALNOG PROTOKA
KRVI

A) Poremecaji protoka u desnom srcu

Pulmonalna atrezija bez VSD-a
Pulmonalna stenoza bez VSD-a
Pulmonalna stenoza s VSD-om

Periferna pulmonalna stenoza

B) Poremecaji protoka u lijevom srcu

Sindrom hipoplasti¢nog lijevog srca
Aortalna valvularna stenoza
Koarktacija i hipoplazija aortnog luka

Bikuspidna aortalna valvula

C) Septalni poremecaji

Perimembranozni VSD
ASD tip Il

D) Perzistiraju¢i duktus arteriozus

Perzistiraju¢i duktus arteriozus Botallo




Ostatna skupina kardiovaskularnih poremecaja kojima etiopatogeneza do sada nije utvrdena

obuhvaca:

e poremecaje ulaska u klijetku (double inlet ventricle, trikuspidna atrezija)

e anomalije trabeculae septomarginalis (dvostruka desna klijetka)

e desnostrane anomalije (anomalije trikuspidalne valvule, insuficijencija pulmonalne
valvule)

e ljevostrane anomalije (anomalije mitralne valvule, aortalna insuficijencija, anomalije
koronarnih arterija)

e anomalije velikih krvnih zila (perzistirajuca lijeva gornja Suplja vena, periferne anomalije
krvnih Zzila)

e neoznacene srcane greske

Navedena klasifikacija bit ¢e osnova za podjelu pacijenata i njihovih majki u skupine

prilikom detaljne obrade podataka dobivenih ovim istraZivanjem.

1.2.  CIMBENICI KOJI UTJECU NA POJAVNOST SRCANIH GRESAKA

Niti jedna prirodena sréana greska, neovisno o slozenosti, nije poseban entitet, veé je
rezultat sloZene interakcije viSe ili manje poznatih embrioloskih i genskih ¢imbenika, ¢imbenika
okoline u perikoncepcijskom razdoblju te majcinih Zivotnih navika (6). SnaZni dokazi upucuju
da genetski Cimbenici (kromosomske abnormalnosti, tockaste mutacije) izrazito utjeCu na
pojavnost sréanih greSaka (11,12). Naime, prirodena sréana greSka pojavljuje se u oko 95%
bolesnika s trisomijom 18, oko 50% djece s Downovim sindromom te u oko 40% bolesnica s
Turnerovim sindromom. Pojavljuju se i u odredenih monogenski nasljednih bolesti, kao u
Noonanovom i Marfanovom sindromu, a mogu se pojaviti i u sklopu tzv. genomopatija u kojima
je zahvacena skupina gena Cija promjena rezultira nastankom malformacijskog sindroma u
sklopu kojega nalazimo i prirodenu sréanu gresku (npr. Williams-Beurenov sindrom,

DiGeorgeov sindrom).



Cimbenici okoline u perikoncepcijskom razdoblju te majéine Zivotne navike takoder
mogu biti znacajan ¢imbenik u nastanku prirodenih sréanih greSaka. U prilog tome govori
pojavnost sréane greSke u djece s Downovim sindromom u kojih se usprkos sveprisutnoj
trisomiji 21. kromosoma sr¢ana greska javlja u 43 do 58% pacijenata (13). Jedan od mogucih
mehanizama nastanka jest poremecaj u metilaciji kako maj¢ine DNA, tako i DNA potomaka
(14). Dokazano je da je, uz druge epigenetske mehanizme, poremecaj metilacije DNA povezan s
pojavnoscu razli¢ih bolesti kao §to su karcinomi (15,16), Sec¢erna bolest (17,18), psihijatrijski
poremecaji (19,20) i druge. Metilacija DNA, dodavanjem metilne skupine na peti atom ugljika u
citozinu, moze mijenjati strukturu molekule DNA rezultiraju¢i modifikacijom ekspresije gena.

Na taj nacin promijenjena metilacija postaje vazan ¢imbenik u nastanku bolesti.

Mogu¢i doprinos poremecaja u metilaciji u nastanku prirodenih sréanih gresaka poceo se
istrazivati proucavanjem metabolizma folata (21). Dokazano je da su manjak folne kiseline u
perikoncepcijskom razdoblju i posljedi¢na maj¢ina hiperhomocisteinemija ¢imbenici rizika za
pojavu prirodene sréane greSke (22-25). Perikoncepcijska uporaba folne kiseline znacajno
smanjuje koncentraciju homocisteina u krvi i pojavnost prirodenih sréanih gresaka, dok primjena
antagonista folata znaCajno povecava pojavnost istih (26,27). Pretpostavlja se da sam
homocistein nema teratogeni ucinak, ve¢ da je on posljedica nakupljanja prethodnika

homocisteina u metabolizmu metionina.



1.3. METABOLIZAM METIONINA, HOMOCISTEINA i FOLATA

Aminokiselina metionin (Met) te njezini spojevi obogac¢eni ATP-om S-adenozilmetionin
(AdoMet) i S-adenozilhomocistein (AdoHcy) zajedno s homocisteinom (Hcy) sudjeluju u
procesima metilacije, remetilacije i transsulfuracije u stanici. Procesi metilacije i remetilacije
sluze za “davanje” i “primanje” ugljika u metilnim skupinama (CHj3), dok se procesom

transsulfuracije odstranjuje viSak sumpora i stvaraju spojevi poput glutationa i taurina (slika 2).
1.3.1. Metionin

Metionin je esencijalna aminokiselina koja sadrzi sumpor. Sudjeluje u mnostvu stani¢nih
procesa od kojih je najvaznija izgradnja proteina. S njim zapocinju i dva stani¢na ciklusa: ciklus
metionina i proces transsulfuracije. U ciklusu metionina on predstavlja izvor metilnih skupina za
transmetilacijske procese u obliku ATP-om aktiviranog metionina, odnosno u obliku AdoMet-a,
dok u ciklusu transsulfuracije dolazi do njegove degradacije i nastanka cisteina i cistina. Prvi
korak oba ciklusa katalizira metionin adenoziltransferaza (MAT) pri ¢emu nastaje AdoMet
(28,29). Ciklus metionina je sveprisutan u ljudskom organizmu. lako gotovo sve vrste stanica
stvaraju AdoMet i koriste ga za sintezu proteina ili proces transmetilacije, jetra se izdvaja kao
organ u kojem je koncentracija AdoMet-a najveca, kao i aktivnost MAT-a (30).



Slika 2. Metabolicki putovi metionina i homocisteina (1=metionin adenoziltransferaza,
2=AdoMet ovisne metiltransferaze, 3=glicin N-metiltransferaza, 4=S-adenozilhomocistein
hidrolaza, = 5=betainhomocistein ~ metiltransferaza, = 6=metiltetrahidrofolat  reduktaza,
7=metiltetrahidrofolat metiltransferaza, 8=cistationin  sintaza, 9=cistationin vy liaza,
10=sarkozin dehidrogenaza, 11=N,N-dimetilglicin dehidrogenaza, 12=kolin dehidrogenaza,
13=fosfolipaza D, l4=fosfatidiletanolamin metiltransferaza, 15=adenozin kinaza, 16=adenozin

deaminaza, FAD=flavin adenin dinukleotid, PLP=piridoksalfosfat)
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1.3.2. S-adenozilmetionin

S-adenozilmetionin (AdoMet, SAM, SAMe) je gotovo sveprisutan spoj koji je jo§ 1954.
godine opisao Cantoni (31) (slika 3). Nalazimo ga u svim Zivim stanicama u kojima djeluje ne
samo kao donor metilnih skupina, ve¢ i kao prekursor aminopropilnih skupina koje se koriste u
sintezi poliamina vaznih za rast stanice. Takoder je 1 prekursor glutationa, snaznog antioksidansa
koji nastaje iz cisteina kroz proces transsulfuracije (30). Nastaje iz metionina koji se nije ugradio
u proteine i ATP-a, u reakciji posredovanoj AdoMet-sintetazom koju jo§ nazivamo metionin
adenoziltransferaza (MAT). MAT je kodiran s dva gena koji iskazuju specifi¢nu vezanost za
odredena tkiva. Tako gen MAT1A kodira enzim MAT I/I11 i eksprimiran je samo u jetri odraslog
¢ovjeka, dok gen MAT2A kodira enzim MAT Il prisutan u svim tkivima (32,33). AdoMet je
glavni davatelj metilne skupine u organizmu. Reakcija se odvija putem brojnih metiltransferaza
(MT). Katz i suradnici (34) su zakljucili na temelju analize razli¢itth genoma, ukljucujuci
humani, da AdoMet-ovisne metiltransferaze odgovaraju postotku od ¢ak 0,6 do 1,6% otvorenih
okvira Citanja (eng. open reading frames) u analiziranim genomima. Ova spoznaja upucuje na
postojanje gotovo 300 AdoMet-ovisnih metiltransferaza u ljudi. Trenuta¢no se zna da je AdoMet
univerzalni davatelj metilnih skupina za metiliranje otoka CpG, stvaranje kape i poli-A repa
RNA, histone jezgre, topive proteine citoplazme, strukturne proteine membrane stanice,
posttranslacijske modifikacije proteina, sintezu koenzima Q, vitamina K, vitamina E, karnitina,
adrenalina, noradrenalina, dopamina, serotonina, melatonina, fosfatidilkolina, fosfatidil-

etanolamina, kreatina,...

AdoMet ima izrazito vaznu ulogu u regulaciji metilacijskog ciklusa. Poremecaji
metabolizma AdoMet-a imaju teSke posljedice za zivot, diferencijaciju i funkciju stanica,
prvenstveno jetre i sredi$njeg Ziv€anog sustava (35-47). Dosada$nje spoznaje o AdoMet-u dovele
su do njegove uporabe kao lijeka u razli¢itim stanjima poput depresije, Parkinsonove bolesti,
demencije, osteoartritisa, fibromijalgije, ciroze jetre uslijed alkoholizma 1 intrahepati¢ne
kolestaze, oSte¢enja jetre nakon terapije citostaticima, s tim da se njegova primjena istrazuje i u

drugim kroni¢nim i zlo¢udnim bolestima (48-52).
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Slika 3. Kemijska formula S- adenozilmetionina (AdoMet-a)

1.3.3. S-adenozilhomocistein

S-adenozilhomocistein (AdoHcy, SAH) je slobodni radikal nastao najve¢im dijelom
transmetilacijskim procesima posredovanim raznim metiltransferazama (MT), nakon prijenosa

metilne skupine s AdoMet-a na brojne molekule - primatelje (slika 4, slika 5).

Slika 4. Kemijska formula S-adenozilhomocisteina (AdoHcy-a)
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Slika 5. Nastanak S-adenozilhomocisteina (AdoHcy-a) iz S-adenozilmetionina (AdoMet-a)

NH, Inhibicija NH;

N X N
y N ; fN
o c|;[+—{3 <NI:’) / \ <N IN J

O S
z 1:\/ o Transmetilacija Hozcj/\/s o
2 NH;
OH OH Nu/ \‘Nu ch OH OH
- 3

No, nedostatak te jedne metilne skupine dovoljan je za potpuno oprec¢ne bioloske ucinke
AdoMet-a i AdoHcy-a. AdoHcy snazno inhibira sve reakcije u kojima nastaje, $to ga Cini

potentnim inhibitorom svih metiltransferaza.

Odmah po nastanku, AdoHcy se hidrolizira i razgraduje djelovanjem enzima S-
adenozilhomocistein hidrolaze (SAHH) na homocistein (Hcy) i adenozin (Ado). Enzimatska
reakcija katalizirana SAHH-om je dvosmjerna i favorizira stvaranje AdoHcy-a u odnosu na
stvaranje Hcy-a. Kako bi ona tekla u smjeru hidrolize AdoHcy-a i stvaranja Hcy-a (i
onemogucéilo se nakupljanje inhibitora AdoHcy-a u stanici), njezini produkti Hcy i Ado se
moraju otplavljivati iz stanice. Hcy se odstranjuje remetilacijom ili transsulfuracijom, a Ado
fosforilacijom ili deaminacijom putem enzima adenozin deaminaze (ADM) koja pretvara

adenozin u inozin.

Remetilacija Hcy-a u Met je katalizirana enzimom metionin sintetazom (MTR) (53) koja
predstavlja poveznicu izmedu metabolizma homocisteina i ciklusa folata (slika 2). MTR
zahtijeva prisustvo kobalamina (Cbl) kao kofaktora i njihov spoj CbI(I)MTR se veze za metilnu
skupinu 5-metil tetrahidrofolata (THF) i stvara metilCbI(I1)MTR. Nakon §to se metilna skupina
iz metilCbI(II)MTR iskoristi za pretvorbu homocisteina u metionin, MTR opet moze prihvatiti
novu metilnu skupinu iz 5-metilTHF. Oksidacijom kobalamina tj. Cbl(l) nastaje tzv. Cbl(Il),
forma koja rezultira neaktivnim kompleksom Cbl(I)MTR-a. Enzim metionin sintetaza reduktaza
(MTRR) reaktivira taj komples reduktivnom metilacijom, koriste¢i AdoMet kao donor metilne
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skupine (54). Uz ovaj enzimski sustav remetilacije koji je prisutan u svim stanicama, u jetri i
bubrezima postoji jos 1 enzim betain homocistein metiltranferaza (BHMT) kojim se homocistein

metilira u metionin putem metilne skupine iz betaina (55).

Procesom transsulfuracije Hcy se nepovratno degradira u cistein (slika 1).
Transsulfuracija se odvija putem cistation p-sintetaze (CBS) i cistation y-liaze (CTH), enzima
koji su ovisni o vitaminu Bg. CBS katalizira spajanje homocisteina i serina u cistationin, kojeg
CTH hidrolizira u cistein i a-ketobutirat. CBS nalazimo u jetri, bubrezima, misi¢ima i ovariju te
tijekom rane embriogeneze u zivéanom i kardiovaskularnom sustavu (56). Cistein koji nastaje
ovim reakcijama, osim §to ima vaznu ulogu u sintezi proteina, sluzi i kao prethodnik u nastanku

glutationa, snaznog antioksidansa.

Ako se AdoHcy ne razgradi i nerazgraden izade iz stanice, budu¢i da nije vezan za
proteine (za razliku od homocisteina) slobodno cirkulira plazmom. AdoHcy iz ekstracelularne
tekuc¢ine uklanjaju uglavnom bubrezi, dok ostali organi, u normalnim uvjetima, u manjoj mjeri
preuzimaju i metaboliziraju taj spoj. Za razliku od AdoHcy-a, Hcy iz plazme preuzima i
metabolizira jetra (30). U jetri se putem niza do sad opisanih enzima (MAT I/1ll, CBS, CTH,
BHMT) odvija degradacija prevelike koli¢ine Met-a i odrzava adekvatna koncentracija Hcy-a.
Visoka koncentracija Met-a dovodi do povecanja AdoMet-a koji inhibira enzim
metiltetrahidrofolat reduktazu (MTHFR) i poti¢e aktivnost CBS-a (57) i degradaciju Hcy-a
transsulfuracijom. Ukoliko je koncentracija Met-a u stanici niska, npr. tijekom gladovanja, niske
koncentracije AdoMet-a nece inhibirati MTHFR niti aktivirati CBS te ¢e do¢i do remetilacije
Hcy-a u Met.

1.3.4. Metilacijski potencijal

Metilacijski potencijal (metilacijski indeks) stanice je omjer koncentracija spojeva
AdoMet-a i AdoHcy-a. Tijek transmetilacijskih reakcija ovisi o metilacijskom potencijalu.
Vazan je pokazatelj metabolicke kontrole mnogih procesa u stanici, 0d ekspresije gena do sinteze
raznih proteina. Sto je visa koncentracija AdoHcy-a, nizi je metilacijski potencijal stanice $to
dovodi do jace inhibicije transmetilacijskih reakcija posredovanih metiltransferazama ovisnim o

AdoMet-u. Vrijednosti metilacijskog potencijala su razli¢ite zavisno o tipu stanice, stupnju rasta
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i razvoja tkiva. 2001. godine Clark je objavio da je metilacijski potencijal blizu ili iznad 10
fizioloSki za vecinu stanica (58), dok istrazivanje Hirsha i suradnika iz 2008. godine govori 0
vrijednosti od 8.8+/-3.1 (59). Srednja vrijednost u plazmi je, u istrazivanju Gellekinka i
suradnika, iznosila 8,5. U istoj publikaciji ucinjen je osvrt na srednje vrijednosti omjera AdoMet-
a/AdoHcy-a u plazmi u ranije objavljenim publikacijama koje su iznosile od 2,7 do 8,5 (60).
Najvjerojatnije su tako velike razlike dobivene u pojedinim istrazivanjima rezultat razlicitih
metoda koje su koriStene za mjerenje navedenih metabolita. Prema naSim preliminarnim
mjerenjima metilacijskog potencijala u plazmi zdravih ispitanica (N=47) metodom tandemske
spektrometrije masa, sa svrhom izrade referentnih vrijednosti koncentracija AdoMet-a i
AdoHcy-a, omjer AdoMet-a/AdoHcy-a u plazmi je priblizno 5,7. U zdrave novorodencadi
(N=50) omjer AdoMet-a/AdoHcy-a u plazmi dobiven istom metodom iznosi priblizno 2,3.

Koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a znatno su vise (¢ak do 10 puta) u punoj krvi u
odnosu na plazmu (61,62). Koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a u eritrocitima su 20, tj. 15 puta
visSe nego u plazmi (63). U urinu su njihove koncentracije viSestruko vise nego u plazmi
(AdoMet-a oko 100 puta, a AdoHcy-a oko 30 puta) zbog toga $to se AdoMet i AdoHcy izlucuju
bubrezima. Frakcijska ekskrecija AdoMet-a bubrezima je 93%, a AdoHcy-a 39%, $to rezultira

znacajno vi$im omjerom AdoMet-a i AdoHcy-a u urinu nego u plazmi i punoj krvi (61).

Posljedice reduciranog metilacijskog potencijala su znacajne i, doima se, tkivno
specifitne (64). Ukljucuju demijelinizaciju srediS$njeg ziv€éanog sustava (65,66), reduciranu
sintezu neurotransmitora (67), smanjenu kemotaksiju i fagocitozu makrofaga (68), promijenjen
sastav  membranskih fosfolipida (69) 1 poremecenu propusnost stanicne membrane (70),
promijenjenu ekspresiju gena (71,72), promijenjenu stani¢nu diferencijaciju (73,74), otezano
sazrijevanje limfocita koje moze voditi k imunosupresiji (75). Promjene u koncentracijama
AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskog potencijala prisutne su u mnogim neurodegenerativnim
bolestima kao §to su demencija, depresija, Parkinsonova bolest (76,77). U osoba s artritisom i
fibromijalgijom takoder je pronaden poremeéen metilacijski potencijal (78,79). Poremecaj
metilacije se opisuje i kod kardiovaskularnih bolesti, karcinoma i jetrenih bolesti (48-52).
Nedavno provedeno istrazivanje Haoa i suradnika iz 2016. godine (80) donosi prosjecni
metilacijski potencijal u zdravih ispitanika te prosjeéni metilacijski potencijal u ispitanika koji

boluju od razli¢itih bolesti (tablica 3). Iz navedenog istrazivanja vidljivo je da je u gotovo svim
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bolesnim stanjima metilacijski potencijal statisticki znacajno nizi od metilacijskog potencijala u

zdravih osoba (prvenstveno na racun znacajnog povecanja AdoHcy-a).

Povisena koncentracija AdoHcy-a takoder se smatra vaznim ¢imbenikom patogeneze

bolesti koja nastaje zbog nedostatne aktivnosti SAHH-a (38-45) i ADM-a (81).

Koriste¢i tekuc¢insku kromatografiju visoke djelotvornosti (engl. high performance liquid
chromatography - HPLC), Yi i ostali su proveli studiju koja je pruzila dokaze da umjereno
poveéanje ukupnog Hcy-a u plazmi visoko korelira s usporednim povecanjem koncentracije
AdoHcy-a u plazmi, ali ne i koncentracije AdoMet-a (82). Takoder, povisena koncentracija
AdoHcy-a u plazmi i limfocitima povezana je s hipometilacijom DNA. Ovi rezultati upuéuju na
moguénost da povisena koncentracija AdoHcy-a u plazmi moze biti indirektan pokazatelj

povisenog intrastani¢nog AdoHcy-a i time i poremecaja metilacije u stanice.
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Tablica 3. Standardne devijacije i prosjecne vrijednosti metilacijskog potencijala (MI) u zdravih

osoba i razli¢itih bolesti (preuzeto iz literaturnog navoda 80)

Skupina Raspon vrijednosti Ml u  Prosje¢na vrijednost MI u
plazmi plazmi
Zdravi ispitanici 0,40-6,50 2,23
Bolesni ispitanici 0,07-5,67 0,87
Cerebrovaskularne bolesti 0,36-5,67 1,06
Parkinsonova bholest 0,08-1,86 0,75
Depresija 0,36-1,94 0,87
Dijabetes 0,11-3,86 0,86
Visoki sréani tlak 0,10-1,19 0,92
Srcana bolest 0,07-1,95 0,78
Upala 0,28-2,13 0,82
Bubrezni poremecaji 0,10-1,92 0,70
Jetreni poremecaji 0,22-2,50 0,89
Respiratorni poremecaji 0,13-1,49 0,79
Tumor jetre 0,13-4,98 1,56
Tumor pluca 0,06-5,42 0,68
Ostali tumori 0,10-5,42 0,81

1.3.5. Povezanost ciklusa folata i remetilacije homocisteina

5-metilTHF djeluje kao donor metilne skupine za remetilaciju homocisteina (83). Na
THF, nakon §to otpusti metilnu skupinu, moze direktno djelovati enzim serin hidroksimetil
transferaza (SHMT) i THF postaje 5,10-metilenTHF (slika 1). SHMT je enzim ovisan o vitaminu

Bs, koji koristi serin kao donora skupine s jednim ugljikom (84). THF takoder moze postupno
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prije¢i u formu 5,10-metilenTHF-a, s 10-formilTHF-om i 5,10-metenilTHF-om kao medupro-
duktima. Ta reakcija je katalizirana metiltetrafolat dehidrogenazom (MTHFD1), enzimom Koji
posjeduje aktivnost formiltetrahidrofolat sintetaze, meteniltetrahidrofolat ciklohidrolaze i metilen
tetrahidrofolat dehidrogenaze (85). 10-formilTHF je donor ugljika u sintezi purina. 5,10-
metilenTHF sluzi kao kofaktor u pretvorbi dUMP-a u dTMP te nakon toga pod utjecajem enzima
timidilat sintetaze (TYMS) iz njega nastaje dihidrofolat (DHF). Pod utjecajem dihidrofolat
reduktaze (DHFR) DHF prelazi opet u THF. Budu¢i da je potreban za sintezu dTMP-a, 5,10-
metilenTHF moze takoder pod utjecajem metiltetrahidrofolat reduktaze (MTHFR), enzima
ovisnog o riboflavin, prije¢i u 5-metilTHF. Funkcija enzima MTHFR-a izuzetno je znac¢ajna za
dostupnost 5-metilTHF-a za remetilaciju homocisteina. Iz svega navedenog vidljivo je i zasto u
slu¢aju nedostatnog unosa folata te vitamina B;, Bg i Bj, postoji opasnost od nedovoljne
raspolozivosti 5-metilTHF-a za remetilaciju homocisteina.

1.3.6. Povezanost poremeé¢aja u ciklusu folata, metionina i homocisteina i pojavnosti

prirodenih malformacija

Niza koncentracija folata u majc¢inom serumu povezuje se s pove¢anom ucestalos¢u ranih
spontanih pobacaja i preeklampsije (86), rascjepa neuralne cijevi (87), rascjepa usne i nepca te
razvojnih anomalija ekstremiteta (87).

Jos 1976. godine Smithells i ostali (88) dokazali su znatno nizu koncentraciju folata u
serumu zena koje su rodile djecu s rascjepom neuralne cijevi. Daljnja istrazivanja (89,90,91)
pokazala su da perikoncepcijska primjena folne kiseline u dozi od 0,4 mg do 4 mg dnevno
znacajno smanjuje moguénost pojave rascjepa neuralne cijevi u novorodenceta. Primjena
antagonista folata dvostruko povecava pojavnost rascjepa neuralne cijevi, s tim da se uc¢inak
antagonista folata moze ponistiti peroralnom primjenom visokih doza folne kiseline (26,27).
Dokazano je i da neadekvatna funkcija MTHFR-a (92), kao i neadekvatan unos folne kiseline,
dovode do smanjene raspolozivosti 5-metilTHF-a koja prije opisanim mehanizmima dovodi do
hipometilacije DNA (93) kao i proteinske hipometilacije (93) koje pak dovode do pojave

rascjepa neuralne cijevi.
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Majke novorodencadi s rascjepom neuralne cijevi imale su kao pokazatelj smanjene
metilacije povec¢anu koncentaciju homocisteina (94). Pretpostavka da je homocistein ili neki od
njegovih prethodnika u metabolizmu metionina imaju teratogeni c¢imbenik potvrdena je
istrazivanjem u pti¢jih embrija koji su u 27% sluc¢ajeva nakon ubrizgavanja homocisteina razvili

rascjep neuralne cijevi, dok su u 23% slucajeva imali ventrikulski septalni defekt (95).

Kao sto je ve¢ napomenuto, manjak folne kiseline u perikoncepcijskom razdoblju
¢imbenik je rizika i za pojavu prirodene srcane greske (22-25). Perikoncepcijska uporaba folne
kiseline znacajno smanjuje koncentraciju homocisteina u krvi i pojavnost prirodenih sréanih
gresaka (96).

Kao jedan od vaznih ¢imbenika u patogenezi rascjepa neuralne cijevi spominje se i
nedostatak vitamina Bi,. Ray and Blom su uvidom u niz studija zakljucili da postoji umjerena
povezanost izmedu manjka vitamina Bj, i razvoja rascjepa neuralne cijevi (97,98). Nedostatak
vitamina By, kofaktora za metionin sintetazu (enzima koji sudjeluje u remetilaciji homocisteina
u metionin), dovodi do povecanja koncentracije homocisteina u plazmi. Stoga se pretpostavlja da
manjak vitamina Bi, u majke u perikoncepcijskom razdoblju dovodi do vece pojavnosti sr¢ane

greske u potomaka.

1.3.7. Dosadasnje spoznaje o povezanosti prirodenih sréanih gresaka i poremecéaja

metilacije

Unazad dvadesetak godina provedeno je nekoliko studija koje povezuju pojavnost
prirodenih sréanih greska s poremecajem metilacije. Prvu studiju proveli su Kapusta i suradnici
1999. godine (24) usporedujuci pojavnost hiperhomocisteinemije u plazmi u majki djece s
prirodenom sréanom greskom 3 do 6 mjeseci nakon poroda, nakon gladovanja i 6 sati nakon
peroralnog optere¢enja metioninom, s pojavnosti hiperhomocisteinemije u plazmi zena
reproduktivne dobi koje imaju zdrave potomke. lako je istrazivanje bilo provedeno na relativno
malom uzorku (27 ispitanica), dokazana je statisticki znacajno veca pojavnost hiperhomo-
cisteinemije u plazmi nakon gladovanja u odnosu na kontrolnu skupinu, tj. 46,2% ispitanica su

imale hiperhomocisteinemiju u usporedbi s 14,3% zena iz kontrolne skupine.
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Scalon i suradnici pokazali su da neadekvatan unos folne kiseline (manje od 0,25 mg
dnevno) dovodi do veceg rizika od pojave transpozicije velikih krvnih Zila (99). Nakon toga je
provedeno istrazivanje koje je pokazalo da su fetalne stanice iz amnijske tekucine trudnica koje
su nosile plodove s prirodenom sréanom greskom u komparaciji s fetalnim stanicama amnijske
tekucine iz zdravih trudno¢a imale statisti¢ki znacajnu vecu koncentraciju unutarstani¢nog

homocisteina (100).

Hobbs i suradnici (101) proveli su veliku studiju koja je obuhvacala majke djece s
prirodenim sréanim greskama, s tim da vrijeme od zavrsetka trudnoc¢e (bilo porodom, bilo
spontanim ili namjernim pobacajem) do uzimanja uzorka krvi majke nije bilo definirano. U
studiju je bilo uklju¢eno 224 majki djece koja su imala malformacije sréanog septuma,
konotrunkalne malformacije te sindrom hipoplasti¢nog lijevog ili desnog srca. 1z studije su
iskljucene majke djece koja su uz sréanu gresku imale i kromosomsku anomaliju, poznatu
monogensku nasljednu bolest ili poznati sindrom. Studija je pokazala statisti¢ki znacajno visu
koncentraciju Hcy-a i AdoHcy-a u plazmi ispitanica te statisticki znacajno nize koncentracije
Met-a u plazmi ispitanica u odnosu na kontrolnu skupinu. MI je bio statisti¢ki znac¢ajno nizi u
ispitivanoj skupini u odnosu na kontrolnu. Koncentracije AdoMet-a, Ado-a, folne Kiseline i

vitamina By, nisu se razlikovale.

Kasnije provedena studija Charlotte Hobbs i suradnika (102) ukazala je da u iste skupine
ispitanica postoji 1 statisticki znacajno viSa koncentracija oksidiranog glutationa te niZe

koncentracije reduciranog glutationa i vitamina Be.

Naknadno je ista skupina autora pokusala utvrditi postoji li jace izraZzena povezanost
odredenih skupina prirodenih sréanih greska s poremecajem metilacije (23). Podijelili su
ispitanice u pet kategorija (majke djece s konotrunkalnim malformacijama, septalnim defektima,
opstruktivnim lijevostranim malformacijama, opstruktivnim desnostranim malformacijama i
slozenim sr¢anim greSkama). Ispitanice Su u svim kategorijama imale statisticki znac¢ajno vecu
koncentraciju homocisteina u odnosu na kontrolnu skupinu. Majke djece sa septalnim defektima,
obstruktivnim lijevostranim i obstruktivnim desnostranim malformacijama imale su nizu

koncentraciju metionina u odnosu na kontrolnu skupinu. Jedino su majke djece s opstruktivnim
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desnostranim malformacijama imale nizu koncentraciju folne kiseline u plazmi u odnosu na

kontrolnu skupinu.

Verkleij-Hagoort i suradnici su pokazali da je rizik pojavnosti sréane greSke u djeteta tri
puta ve¢i u majki s visokom koncentracijom homocisteina u plazmi (iznad 14,3 pmol/L), s tim
da se mogucnost pojavnosti proporcionalno povecava s povecanjem koncentracije homocisteina
u plazmi (25). Majke s hiperhomocisteinemijom imale su statisticki znacajno nize koncentracije
folne kiseline i vitamina Bi2 u serumu, dok su njihova djeca s prirodenom sréanom greSkom
imala viSe koncentracije folne kiseline i vitamina B1, U serumu u odnosu na kontrolnu skupinu
(25).

S druge strane, koncentracija homocisteina, folne kiseline i vitamina B, nisu se zna¢ajno
razlikovali u djece sa sloZenim sré¢anim greSkama i1 njihovih majki u odnosu na kontrolne skupine

u istrazivanju Galdieria i suradnika (103).

Poremecaji metilacije u djece sa sloZenim sr¢anim greSkama do sad su proucavani U
sklopu istrazivanja Obermann-Borsta i suradnika (104) te Alsayeda i suradnika (105).
Obermann-Borts i suradnici pokazali su da su koncentracije AdoMet-a te folne kiseline u serumu
I eritrocitima djece sa sréanim greSkama statisticki znac¢ajno vise u odnosu na kontrole. Medu
svim ispitanicima djeca sa sréanim greskama u sklopu sindroma (uglavnom Downov sindrom)
imala su najvise koncentracije AdoMet-a, AdoHcy-a i folne kiseline u eritrocitima te najnizi MI,
Sto sugerira sveukupnu hipometilaciju u osoba koje boluju od Downova sindroma. U istrazivanju
Alsayeda i suradnika koje je obuhvacéalo metabolite u sustavu remetilacije putem BHMT-a (Hcy,
cistationin, AdoMet, AdoHcy, MI, MMA, betain, kolin, DMG) djeca sa VCC imala su vise
koncentracije AdoMet-a, DMG-a i betaina u odnosu na kontrolnu skupinu, ali nije bilo razlike u
MI. Majke djece s VCC-om su imale viSe koncentracije DMG-a i nize vrijednosti AdoHcy-a i
omjera betain/DMG.
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1.4, POVEZANOST SRCANIH GRESAKA I ENZIMA KOJI SUDJELUJU U
METABOLIZMU FOLATA

Polimorfizmi gena koji kodiraju vazne enzime u metabolizmu folata mogu promijeniti
aktivnost navedenih enzima te dovesti do poremecaja u metabolizmu folata. Opisani su
polimorfizmi jednog nukleoida (’single nucleotide polymorphism”-SNP) u genu za MTHFR,

BHMT i transkobalamin II (TCII) koji se povezuju s ve¢om pojavnoséu VCC.

1.4.1. Utjecaj polimorfizama gena za metiltetrahidrofolat reduktazu (MTHFR) na

pojavnost prirodene sréane greske

Metiltetrahidrofolat reduktaza (MTHFR) je enzim Koji je izuzetno bitan poveznik ciklusa
folata i ciklusa metionina. On je flavoprotein, enzim (EC 1.5.1.20) koji katalizira demetilaciju
5,10-MTHF-a u najzastupljeniji cirkuliraju¢i oblik folata u krvi tj. 5-metilTHF. Adekvatna
funkcija enzima MTHFR-a izuzetno je znacajna za dostupnost 5-metilTHF-a za remetilaciju

homocisteina (85).

Mutacije gena za metiltetrahidrofolat reduktazu su ucestale i nalaze se u tre¢ine svjetske
populacije, s tim da imaju u¢inak na funkciju enzima u oko 10% populacije (106). Najces¢i
polimorfizam koji se opisuje je zamjena nukleotida citozina timinom na polozaju 677 (677C>T)
u egzonu 4, sto uzrokuje zamjenu valina alaninom na polozaju 226 i rezultira sintezom enzima s
pojacanom osjetljivosti na temperaturu i sa snizenom ukupnom aktivnosti za 30-50% (107).
Ukoliko je rije¢ o homozigotnoj mutaciji gena (677T>T) ukupna aktivnost enzima moZe biti
snizena 70 do 80% te je Cesto prisutna i hiperhomocisteinemija. U istom je genu opisana i druga
mutacija u egzonu 7 u kojoj je adenin zamijenjen citozinom na polozaju 1298 (1298 A>C), §to u
MTHFR-u uzrokuje zamjenu glutaminske kiseline alaninom (108,109). Rezultat ove mutacije je,
slicno mutaciji 677C>T, smanjena aktivnost enzima MTHFR-a koja je vise izrazena u
homozigota (aktivnost smanjena 15% do 32% u homozigota), ali za razliku od mutacije 677C>T
enzim nije pojacano osjetljiv na temperaturu. U slucaju istodobne pojave oba polimorfizma
smanjena aktivnost MTHFR-a je izrazenija te je prisutna visa koncentracija Hcy-a u plazmi u
odnosu na sluc¢aj kad je prisutna samo jedna mutacija (npr. heterozigotne mutacije 1298A>C i

677C>T zajedno imaju slican ucinak kao homozigotna mutacija 677T>T) (110).
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Opisana je povezanost mutacija gena MTHFR 677C>T i 677T>T u majki s vecom
pojavnosc¢u pobacaja (111), vec¢im rizikom pojavnosti rascjepa neuralne cijevi u potomaka (90)
te ve¢im rizikom pojavnosti rascjepa usne i nepca u potomaka (112). Brojna istrazivanja su
pokazala da postoji i vec¢a pojavnost slozenih sré¢anih gresaka u potomaka (113-116), s tim da
pojavnost postaje statisticki znacajno uvecana ukoliko postoje dodatni ¢imbenici okoline kao sto
je niska koncentracija folne kiseline u plazmi majke (117), pove¢an BMI (117) te ukoliko majke
puse (118). Perikoncepcijska primjena folne kiseline anulira rizik veée pojavnosti VCC u majki
koje imaju navedene mutacije. Takoder su istrazivala i pojavnost prirodenih sréanih gresaka u
potomaka u prisustvu mutacija MTHFR u oc¢eva; mutacija MTHFR 677T>T u oc¢eva povezana je

takoder s 1,5 do 2 puta ve¢om pojavnosc¢u slozene sréane greske u potomaka (119).

Ispitivana je i povezanost vece pojavnosti prirodenih sr¢anih gresaka u djece s mutacijom
gena MTHFR 677T>T. Nekoliko studija pokazalo je opre¢ne rezultate - Junker i suradnici su
pokazali dvostruko veéu pojavnost navedene mutacije u djece s VCC u odnosu na zdravu
populaciju (120), dok van Beynum i suradnici (117) te Sanches-Urbina i suradnici (121) nisu

nasli povezanost navedene mutacije i vece pojavnosti VCC.

Mutacija gena MTHFR 1298A>C, bilo u majki djece sa prirodenom sréanom greskom

bilo u same djece, nije pokazala utjecaj na veéu pojavnost VCC (122).

1.4.2. Utjecaj polimorfizama gena za betain homocistein metiltransferazu (BHMT) na

pojavnost prirodene sréane greske

Jedan od dva nacina remetiliranja homocisteina u metionin u jetri i bubrezima je putem

enzima betain homocistein metiltranferaze (BHMT; EC 2.1.1.5).

Mutacija gena BHMT 716G>A (poznata i kao 742G>A, rs3733890) je SNP u kojem je
arginin zamijenjen glutaminom na polozaju 239 (123). Brojne studije pokazale su da navedena
mutacija nema uc¢inak na povecanje koncentracije homocisteina u plazmi (124-126). Opisano je
da je navedena mutacija u trudnih Zena povezana s povecanim rizikom od abrupcije placente
(127). Utjecaj mutacije gena BHMT 716G>A na embrionalni razvoj i pojavnost prirodenih

malformacija je dosta kontroverzan - studije upucuju da postoji povecéan rizik defekta neuralne
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cijevi (128,129), ali smanjen rizik pojave rascjepa usne i nepca. Navedena mutacija je takoder

povecana sa smanjenim rizikom od pojave Downovog sindroma u potomaka (130).

Mutacija gena BHMT 716G>A nije povezana s ve¢om pojavnoséu VCC (118) osim
ukoliko je maj¢in BMI bio ve¢i od 30 prije pocetka trudnoce; tada je rizik gotovo dvostruki

(118).

1.4.3. Utjecaj polimorfizama gena za transkobalamin Il (TCIl) na pojavnost prirodene

sr¢ane greske

Vitamin Bj, se u cirkulaciji veze na transportne proteine haptoorin i transkobalamin.

Transkobalamin je neophodan za unosenje vitamina Bj; U stanicu (131).

Opisana su ¢etiri SNP-a humanog gena TCII: 198M>T, 219I>L, 259P>R i 376S>L (132).
Razli¢iti polimorfizmi ovog gena dovode do promjena u vezivanju vitamina Bj, za
transkobalamin te posljedi¢no slabije raspolozivosti vitamina Bj, u stanici te povecanih
koncentracija homocisteina u plazmi (133). Najcesce opisivani polimorfizam je zamjena gvanina
s citozinom na polozaju 775 (775G>C) §to rezultira zamjenom prolina argininom u kodonu 259
(259P>R). U istrazivanju Namoura i suradnika (134) u heterozigota 259P>R prisutne su
statisticki znacajno vise koncentracije homocisteina u odnosu na homozigote 259R and 259P,
mada kasnije studije nisu potvrdile ova saznanja. Moguce je da alel koji kodira divlji tip,
povecéavajuc¢i dostupnost intracelularnog vitamina Bi,, sudjeluje u smanjenju koncentracije
homocisteina budué¢i da je metilkobalamin (aktivni oblik vitamina Bj;) koenzim metionin

sintetaze, enzima koji metilira homocistein u metionin.

Opisana je znaCajna povezanost maj¢inog polimorfizma gena TCIl 776C>G u s
rascjepom neuralne cijevi u potomaka (135). Mutacija gena TCIl 776C>G nije povezana s vecom
pojavnoséu VCC (118) osim ukoliko je majka tijekom trudnoce pusila i/ili konzumirala alkohol,
tada je rizik bio gotovo dvostruko vec¢i (1,81 u slucaju pusenja, tj. 1,71 puta u slucaju

konzumiranja alkohola) (118).
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1.4.4. Utjecaj polimorfizama gena za reduktazu metionin sintetaze (MTRR) na pojavnost

prirodene src¢ane greske

Reduktaza metionin sintetaze (MTRR) je enzim bitan za oporavak akivnosti enzima
metionin sinetaze (MTR). Tijekom remetilacije Kkatalizirane MTR-om, metilna skupina
5- metilTHF se premjesta na homocistein, a Cbl(I) se oksidira u Cbl(II), koji inaktivira MTR.
Kataliziraju¢i metilaciju Cbl(Il) koriste¢i AdoMet kao donor metilne skupine, MTRR obnavlja
aktivnost MTR-a (136). Poznate su mutacije gena MTRR 66A>G (rs1801394) i 524C>T
(rs1532268). Najc¢esc¢a mutacija gena MTRR 66A>G se javlja u oko 30% populacije i rezultira
zamjenom izoleucina s metioninom (122M) te dovodi do smanjenog kapaciteta MTRR-a za
vezivanje za kompleks MTR-kobalamin(I) te posljedicno smanjene ucinkovitosti MTRR-a u
obnovi aktivnosti MTR-a (137,138). Rezultat je povecana koncentracija homocisteina u plazmi
(139). Mutacija 524C>T dovodi do zamjene serina s leucinom (S175L) (138). Prisustvo mutacije
MTRR 66A>G dovodi se u vezu s ve¢om incidencijom pojavnosti rascjepa neuralne cijevi (140) i
Downovog sindroma (141). Nije nadena veca pojavnost slozenih sr¢anih greSaka u potomaka

(142), osim u sluc¢ajevima kad u majke postoji niska koncentracija vitamina By, u plazmi.

Obje mutacije gena MTRR (MTRR 66A>G i MTRR 524C>T) u djece povezane su s 1,5
puta ve¢om pojavnoséu VCC (143), a mogucnost nastanka VCC raste dvostruko ukoliko je dijete
nositelj obje mutacije (66G>G/524C>T i 66A>G/524C>T).

1.5. POVEZANOST SRCANIH GRESAKA | ENZIMA KOJI SUDJELUJU U
METABOLIZMU METIONINA | HOMOCISTEINA

1.5.1. Manjak adenozin kinaze

Bolesnici koji boluju od drugih nasljednih poremecaja u ciklusu metionina i homocisteina

mogu imati prirodenu sréanu gresku kao dio klinicke slike.

Adenozin kinaza (ADK; EC 2.7.1.20) je nukleotid kinaza koja katalizira fosforilaciju
adenozina na poziciji 50 ATP-ovisnim putem kako bi nastao AMP (144). Ado nastaje zajedno s
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Hcy-om u ciklusu metionina hidrolizom AdoHcy-a putem SAHH-a. Enzimatska reakcija
katalizirana SAHH-om je dvosmjerna i favorizira stvaranje AdoHcy-a u odnosu na stvaranje
Hcy. Kako bi ona tekla u smjeru hidrolize AdoHcy-a i stvaranja Hcy-a (i onemogucilo se
nakupljanje inhibitora AdoHcy-a u stanici), njezini produkti Hcy i Ado se moraju otplavljivati iz
stanice. Ado se odstranjuje fosforilacijom ili deaminacijom putem adenozin deaminaze (ADM)
koja pretvara adenozin u inozin. Ukoliko postoji manjak adenozin kinaze, Ado se nec¢e moci

adekvatno odstranjivati fosforilacijom i posljedi¢no ¢e do¢i do nakupljanja AdoHcy-a (30).

Manjak adenozin kinaze prvi je put opisan 2011. godine (145) u Sest osoba. Do danas je u
literaturi opisano 19 bolesnika s manjkom ADK-a (145,146). Svi bolesnici su u plazmi imali
visoke koncentracije Met-a, AdoMet-a i AdoHcy-a, ali normalne ili tek blago povisene
koncentracije Hcy-a. U osoba s manjkom ADK-a nalazimo tesko psihomotoricko zaostajanje,
izboceno celo, epilepsiju (oko 70% bolesnika), makrocefalus, slabost misi¢a i hipotoniju,
ponekad i zatajenje jetre, koagulopatiju i maligni jetreni tumor. U devet do sada opisanih osoba s
manjkom ADK-a opisana je neka od prirodenih sréanih gresaka greska kao $to su pulmonalna
stenoza, atrijalni septalni defekt, ventrikulski septalni defekt, koarktacija aorte i perzistirajuci
duktus Botallo. Pojavnost prirodene sré¢ane greske u 47% do sad prepoznatih osoba s manjkom
ADK-a moze se povezati s visokim koncentracijama AdoHcy-a u plazmi, no vjerojatno je da

primarno visoke koncentracije adenozina djeluju teratogeno (146).
1.5.2. Manjak i polimorfizmi S-adenozilhomocistein hidrolaze
1.5.2.1. Enzim S-adenozilhomocistein hidrolaza

S-adenozilhomocistein hidrolaza (SAHH, E.C. 3.3.1.1) je ubikvitarni i visoko
konzervirani protein. IzraZen je u svim stanicama, u citoplazmi i jezgri stanice. Kodiran je visoko
konzerviranim genom AHCY, smjestenim u podrucju cen-q13.1., na kromosomu 20. Poznato je
nekoliko polimorfizama ovog gena. Transkript odgovara jednoj podjedinici enzima, monomeru.
Prema kvarternoj strukturi, funkcionalni enzim SAHH je homotetramer. Svaka od Ccetiri
podjedinice SAHH sastoji od 432 aminokiseline, molekularne mase oko 47,7 kDa (147). Svaka
podjedinica veze po jednu molekulu NAD, spoja vaznog za enzimsku aktivnost. Svaka

podjedinica ima tri domene: 1) NAD-domena (sredi$nji dio, aminokiseline: 193-346) - na koju se
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veze kofaktor NAD+, 2) kataliticka domena (N-terminalni dio, aminokiseline 1-190 i C-
terminalni dio, aminokiseline 355-402) na koju se veze supstrat AdoHcy; 3) oligomerizacijska
domena (C-terminalni dio, aminokiseline 403-431) (147,148). Struktura enzima, utvrdena
kristalografijom, prikazana je na slici 6 (147). Enzim se posttranslacijski acetilira na lizinima
(Lys401 i Lys408). Pretpostavlja se da ova modifikacija rezultira inhibicijom kataliticke

aktivnosti enzima te na taj na¢in utjeCe na metilacijom posredovane procese u stanici (148).

Slika 6. Enzim S-adenozilhomocistein hidrolaza. SAHH je tetramer s centralnim veznim
mjestima za kofaktor NAD" i perifernim katalitickim domenama na koje se veZe AdoHcy

(preuzeto iz literaturnog navoda br. 147)

SAHH je jedini enzim koji sudjeluje u pretvorbi AdoHcy-a u homocistein i na taj nacin
regulira koli¢inu AdoHcy-a, snaznog inhibitora AdoMet-ovisnih transmetilacijskih reakcija
(slika 2). Zbog toga ima jedinstvenu ulogu u regulaciji procesa metilacije u svim stanicama.
Obavlja jedinstvenu ulogu hidrolize, odnosno razgradnje, AdoHcy-a na Ado i Hey. Na taj nacin

regulira omjer koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a. Fizioloski, reakcija te¢e u smjeru razgradnje
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AdoHcy-a. Spojevi nastali razgradnjom AdoHcy-a se metaboliziraju - adenozin s adenozin
kinazom i deaminazom, a homocistein s enzimima ciklusa transsulfuracije ili remetilacije.
Budu¢i da je SAHH enzim koji moze djelovati u dva smjera i da je termodinamski povoljniji
sintetski put prema AdoHcy-u, sva stanja koja dovode do hiperhomocisteinemije mogu
uzrokovati povecanje koncentracije AdoHcy-a i poremecaje metilacije (30). Kolika je bioloska
vaznost enzima S-adenozilhomocistein hidrolaze pokazuje i ispitivanje na miSevima s
homozigotnom delecijom gena AHCY, koji ugibaju u ranom embrionalnom razvoju (149) te
biljkama s mutacijom gena AHCY koje se aberantno razvijaju (guSarka, lat. Arabidopsis)
(150,151). Nedostatak aktivnosti SAHH-a u eksperimentalnim uvjetima uzrokuje poremecaj
metilacije (152). Brojna su istrazivanja pokazala da je patoloski u¢inak poviSene koncentracije
homocisteina, uz oksidacijski stres zbog stvaranja radikala superoksid aniona i hidrogen
peroksida, posljedica nakupljanja AdoHcy-a i/ili promjene metilacijskog potencijala te inhibicije
transmetilacijskih reakcija (82). Kako se hiperhomocisteinemija povezuje s brojnim patoloskim
stanjima kao $to su kardiovaskularne bolesti, tromboembolija, demencija (152), povecana
ucestalost ranih spontanih pobacaja i preeklampsije (86), rascjep neuralne cijevi (87), rascjep
usne i nepca te razvojne anomalija ekstremiteta (87), neupitno je da je neometano odvijanje

procesa metilacije u stanici preduvijet za normalno funkcioniranje cijelog organizma.
1.5.2.2. Gen AHCY
1.5.2.2.1. Grada gena AHCY

Gen AHCY, koji kodira protein SAHH, ima 11 egzona, dugacak je oko 23 kb i nalazi se
na dugackom kraku kromosoma 20 (20q13.1). Postoje dva razliita transkripta ovog gena koji se
medusobno razlikuju u N-terminalnom kraju (153). Prvi transkript (NM_000687.1 = ekson 1A)
je Siroko eksprimiran, a nalazimo ga najviSe u jetri 1 bubrezima. Ekson 1A kodira izoformu
proteina koju c¢ine 432 aminokiseline, molekularne mase 47,7 kDa. Drugi transkript
(NM_001161766 = ekson 1B) je prisutan samo u testisima, a kodira protein koji ¢ine 404
aminokiseline, molekularne mase 44,7 kDa (153). Navedeni gen je visoko konzerviran.
Konzerviranost se ocituje i na razini proteina; slicnost ovog enzima izmedu ¢ovjeka i kvasca
veca je od 70% (153), sto dodatno potvrduje evolucijski konzerviranu ulogu enzima SAHH u

stanicama eukariota. Shematski je gen AHCY prikazan na slici 7.

27



Slika 7. Shematski prikaz gena AHCY. Bijelo su oznaceni kodirajuéi dijelovi egzona (UTR, engl.

untranslated region), crno nekodirajuci dijelovi egzona (preuzeto iz literaturnog navoda br. 159)

* - 3
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. P + ¥
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1.5.2.2.2. Polimorfizmi gena AHCY

Ucestalost polimorfizama u genu ACHY ispitivana je u mnogim populacijama. Bissbort i
suradnici su 1983. godine na populaciji jugozapadne Njemacke opisali dvije izoforme SAHH-g;
SAHH-1 se javlja s ucestalos¢u 96%, a SAHH-2 s ucestalos¢u od 4% (154). Sli¢nu raspodjelu
ucestalosti navedenih izoformi utvrdili su 1 Akiyama i suradnici u populaciji Japana: ucestalost
SAHH-1 95,3% i ucestalost SAHH-2 4,7% (155). lzoforma SAHH-3 je po prvi puta opisana u
populaciji zapadne Njemacke 1985. godine, u istrazivanju Scheil-a 1 suradnika gdje je ucestalost
SAHH-1 iznosila 97%, SAHH-2 2,5% i SAHH-3 0,5% (156). Sli¢na pojavnost navedenih
izoformi postoji i u populaciji Italije: SAHH-1 96,8%, SAHH-2 2,3% i SAHH-3 0,9% (157).
Istrazivacka skupina Kloor i suradnika pokazala je 2006. godine postojanje Cetiri inacice proteina
SAHH u populaciji Hrvatske (158). Otkrivena su Cetiri razli¢ita proteina SAHH: SAHH-1,
SAHH-2, SAHH-3 i SAHH-4, s tim da je varijanta SAHH-4 opisana po prvi put. SAHH-1 se
javlja s ucestalosc¢u 94,1%, SAHH-2 3,2%, SAHH-3 0,6%, a SAHH-4 1,5%. Uz to, otkrivena je i
izoforma SAHH*0 koja se pojavljuje s frekvencijom od 0,6%. Koncentracija SAHH*0 proteina
odgovara priblizno 7,5% koncentracije divljeg tipa proteina. Pretpostavlja se da bi u nasoj

populaciji jedna od 30 000 osoba mogla biti homozigot za SAHH*0 (158).
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U polimorfizmu SAHH-2 (rs13043752) koji su opisali Gellekink i suradnici u egzonu 2
dolazi do zamjene citozina u timin na polozaju 112 (112C>T) te dolazi do zamjene
aminokiseline arginin na polozaju 38 triptofanom (p. 38R>W) (159). U polimorfizmu SAHH-3
(rs41301825), koji su takoder opisali Gellekink i suradnici, u egzonu 4 dolazi do zamjene
gvanina adeninom na polozaju 377 (377G>A) §to rezultira zamjenom glicina u arginin na
polozaju 123 (p.123G>R) (159). Sekvenciranjem kodiraju¢eg podru¢ja gena AHCY nije nadeno
promjena u osoba s proteinskom izoformom SAHH-4 opisanom od strane Fumi¢ i suradnika pa
se pretpostavilo da je ona nastala kao posljedica posttranslacijske modifikacije (160). Funkcijske
analize izoformi SAHH-2 i SAHH-3 nisu pokazale smanjenje aktivnosti enzima u odnosu na
divlji tip. I SAHH-2 i SAHH-3 imale su zadovoljavajucu kataliticku aktivnost i u smjeru sinteze i
hidrolize AdoHcy-a (>94%). Medutim, dokazan je znaCajan utjecaj izoformi na termalnu
stabilnost enzima. Prilikom 10-minutnog izlaganja izoforme SAHH-2 temperaturi od 50°C doslo
je do 77% gubitka enzimske akivnosti, a pri temperaturi visoj od 53°C nastala je potpuna
inaktivacija proteina SAHH-2. Izoforma SAHH-3 je termalno stabilnija od izoforme SAHH-2 te
10-minutno izlaganje temperaturi od 50°C ne dovodi do gubitka enzimske akivnosti. No,
temperatura pri kojoj dolazi do razmotavanja proteina (engl. unfolding) nesto je niza u odnosu na
divlji tip, za oko 1,5°C (160). Postoji mogu¢nost da termolabilnost navedenih izoformi u in vivo
uvjetima mogu nepovoljno djelovati na aktivnost proteina i na taj nacin uzrokovati odredeno

patolosko stanje.

Feng i suradnici su 2009. godine proveli veliko istrazivanje ucestalosti polimorfizama
gena AHCY u pripadnika Cetiri etnicke skupine populacije Sjedinjenih Americ¢kih DrZzava. Otkrili
su ukupno 39 polimorfizama jednog nukleotida, ukljucujué¢i i SAHH-2 i SAHH-3. Niti jedna od
varijanti ne dovodi do znacajno smanjenog izrazaja proteina i enzimske aktivnosti u odnosu na
divlji tip, osim ina¢ica SAHH-2 i SAHH-3. Polimorfizmi SAHH-2 i SAHH-3 imaju blago
snizenu enzimsku aktivnost: SAHH-2 za oko 25%, a SAHH-3 oko 20% (161).
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Slika 8. Shematski prikaz gena AHCY i polimorfizma gena AHCY. Bijelo su oznaceni
nekodiraju¢i dijelovi gena (UTR, engl. untranslated region), a crno kodiraju¢i dijelovi gena

(preuzeto iz literaturnog navoda br. 161)
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1.5.2.2.3. Patogene mutacije gena ACHY

2004. godine Bari¢ i suradnici su po prvi put opisali nedostatnu aktivnost enzima SAHH
koja nastaje kao posljedica patoloske mutacije unutar gena ACHY (38). Do danas je u literaturi
opisano deset osoba koje boluju od smanjene aktivnosti SAHH-a (38-44,162-164), od ukupno
osam mutacija gena ACHY. Patogene mutacije 49R>C, 49R>H, 71G>S, 86D>G, 89A>V i
112W>STOP nalaze se u egzonima 2, 3 i 4 koji kodiraju kataliticku podjedinicu koja veze
supstrat AdoHcy. Mutacija 143Y>C nalazi se u takoder u katalitickoj podjedinici, a mutacija
328Y>D u podjedinici za koju se veze NAD+. Navedene mutacije znacajno smanjuju enzimsku
aktivnost proteina. Naime, aktivnost enzima u eritrocitima u vec¢ine bolesnika je znacajno

snizena, na izmedu 5% i 20% u odnosu na kontrolne vrijednosti (38-40). Vugrek i suradnici su
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detaljno proucili mutacije 112W>STOP, 143Y>C, 89A>V, 86D>G i 49R>C te dokazali da
navedene mutacije dovode do znacajnog gubitka enzimske aktivnosti u odnosu na divlji tip
proteina (43,165,166). Opisane mutacije destabiliziraju strukturu proteina §to rezultira izmjenom

kinetike enzimske reakcije (165).

Glavna biokemijska obiljezja bolesti zbog nedostatne aktivnosti SAHH-a su povisene
koncentracije AdoMet-a, AdoHcy-a i Met-a, uz normalan ili blago poviseni ukupni Hey (166). U
svih bolesnika izmjerena je viSestruko poviSena koncentracija AdoMet-a (1,7 do 55 puta) i
AdoHcy-a (5 do 300 puta) u plazmi (38-44,162-166) i snizen omjer AdoMet-a/AdoHcy-a (nizi
od 1,13). Koncentracija metionina u plazmi bolesnika moze biti u granicama vrijednosti koje se
smatraju fizioloskim (39,40,16). Blago povisenje ukupnog Hecy-a u nekih bolesnika objasnjava se
inhibitornim djelovanjem povisenog AdoMet-a na MTHFR i poremeéenu remetilaciju Hey-a u
Met. Svi bolesnici su imali poviSenu kreatin kinazu (CK) (5 do 70 puta). Nositelji samo jedne
mutacije gena AHCY nisu imali klini¢kih niti biokemijskih pokazatelja bolesti, a koncentracije

AdoMet-a i AdoHcy-a, kao i metilacijski potencijal su im bili normalni (38).

Klinicka slika znaCajno varira u opisanih bolesnika te je mogucée da ovisi o ostatnoj
aktivnosti enzima SAHH. Tako je u dvije blizanke opisan fetalni hidrops zbog zatajenja jetre,
teSka hipotonija, razvojna anomalija mozga (atrofija bijele tvari, hipoplazija korpusa kalozuma,
prednjeg dijela ponsa i dijelova malog mozga, Siroka cisterna magna) i zatajenje disanja koji su
rezultirali smrtnim ishodom u ranoj dojenackoj dobi (43). U veéine u literaturi opisanih
bolesnika sa srednje teSkom kliniCkom slikom simptomi i znakovi bolesti pojavili su se u
novorodenackoj ili dojenackoj dobi (167). Svi su imali miopatiju i/ili trajno poviSenu aktivnost
kreatin kinaze. U razli¢itim kombinacijama imali su zaostatak u psihomotorickom razvoju
razli¢itog stupnja, poremecaje ponasanja, mikrocefaliju, zakasnjelu mijelinizaciju, strabizam,
koagulopatiju i ostecenje jetre. Biopsija misica u¢injena u nekih pacijenata pokazala je distrofiju
miSic¢a. 2015. godine Stadler i suradnici opisali su bolesnicu u koje se klinicka slika razvila u
kasnijoj zivotnoj dobi. Bolesnica s mutacijom ¢.146G>A/c.146G>A 49R>H/49R>H prve
znakovi hepatopatije i slabosti misi¢a razvila je tek u dvadesetim godinama zivota, u dobi od 30
godina je oboljela od hepatocelularnog karcinoma te preminula u dobi od 32 godine. Njezin sin,
nositelj istih mutacija, u dobi od sedam godina bio je bez ikakvih simptoma, iako je imao
povisene koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a u plazmi (162). 2017. godine opisana su dva brata
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i sestra koji imaju dvije heterozigotne mutacije gena AHCY (p.49R>C i p.363T>I) i znacajno
povecanje koncentracije AdoHcy-a i AdoMet-a u plazme te klinicku sliku koja se ne podudara s
onom u dosad opisanih bolesnika (164). Tako je djeCak u dobi od 14 godina imao infantilni
autizam 1 insuficijenciju gusterace, djevojCica u dobi od 5 godina cerebralnu paralizu i
spasticitet, dok je djeCak u dobi od 2 godine imao miSi¢nu hipotoniju, psihomotoricko
zaostajanje 1 epilepsiju. Niti jedno dijete nije imalo poviSene aminotransferaze i CK, kao niti
zakasnjelu mijelinizaciju. U navedenih bolesnika potrebno je jo§ odrediti aktivnost enzima
SAHH kako bi se sa sigurno$¢u moglo tvrditi da je njihova klinicka slika posljedica njegove

nedostatne aktivnosti.

S obzirom na izrazitu varijabilnost klinicke slike i izrazito poviSene koncentracije
AdoHcy-a i snizen metilacijski potencijal mogucée je da neki od dosad neopisanih bolesnika ima i

prirodenu sréanu gresku.
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A

HIPOTEZA

Povisena koncentracija AdoMet-a ¢imbenik je rizika za pojavu prirodene sréane greske.
Povisena koncentracija AdoHcy-a ¢imbenik je rizika za pojavu prirodene sr¢ane greske.

Snizen omjer koncentracija AdoMet-a i AdoHcy-a ¢imbenik je rizika za pojavu

prirodene srcane greske.

Polimorfizmi gena ACHY (SAHH-2 i SAHH-3) mogu pridonijeti pojavi prirodene sréane

greske.
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CILJEVI RADA

utvrditi doprinosi li poremecaj metilacije patogenezi prirodenih sr¢anih greSaka

utvrditi ima 1i novorodencad s prirodenom sréanom greSkom povisenu koncentraciju
AdoMet-a u plazmi u odnosu na zdravu novorodencad

utvrditi ima li novorodencad s prirodenom sréanom greSkom poviSenu koncentraciju
AdoHcy-a u plazmi u odnosu na zdravu novorodenc¢ad

utvrditi ima li novorodencad s prirodenom sr¢anom greskom sniZzen omjer koncentracija
AdoMet-a i AdoHcy-a u plazmi u odnosu na zdravu novorodencad

utvrditi imaju li majke novorodencadi s prirodenom sréanom greSkom poviSenu
koncentraciju AdoMet-a u plazmi u odnosu na majke djece koja ne boluju od prirodene
sr¢ane greske

utvrditi imaju 1i majke novorodencadi s prirodenom sréanom greskom povisenu
koncentraciju AdoHcy-a u plazmi u odnosu na majke djece koja ne boluju od prirodene
sr¢ane greske

utvrditi imaju 1i majke novorodencadi s prirodenom sr€anom greSkom nizi omjer
koncentracija AdoMet-a i AdoHcy-a u plazmi u odnosu na majke djece koja ne boluju od
prirodene sré¢ane greske

analizirati polimorfizme SAHH-2 i SAHH-3 gena ACHY u novorodencadi s prirodenom
sr¢anom greskom 1 usporediti dobivenu ucestalost s onom u zdravoj populaciji

analizirati polimorfizme SAHH-2 i SAHH-3 gena ACHY u majki novorodencadi s
prirodenom sréanom greSkom 1 usporediti dobivenu ucestalost s onom u zdravoj

populaciji
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4. ISPITANICI, MATERIJALI | METODE

41. ISPITANICI

Studija je odobrena od strane Etickog povjerenstva Klinickog bolni¢kog centra Zagreb i

Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Istrazivanje je provedeno na novorodencadi oba spola nakon postavljanja dijagnoze
prirodene sréane greSke putem ehokardiografije srca, Kateterizacije srca ili operativnog zahvata
srca. Ukljuc¢ena su donosena novorodencad koja imaju sréanu gresku, a nemaju sindrom poznate
etiologije. Novorodencad koja imaju otvoren duktus Botallo i otvoren foramen ovale nisu bila
ukljucena u istrazivanje jer ta stanja mogu biti posljedica produzene prilagodbe na ekstrauterine
prilike. Istrazivanje je provedeno i na majkama navedene novorodencadi i to u dobi majki od Sest
tjedana do godine dana nakon poroda. Naime, dokazano je se da koncentracija homocisteina,
folata i vitamina Bj, znacajno mijenja tijekom trudnoée da bi nakon Sest tjedana iza poroda,
ukoliko majka nije znacajno mijenjala svoje zivotne navike (pusenje, prehrana, alkohol), bila ista
kao u perikoncepcijskom razdoblju (168). Koncentracija homocisteina, folne kiseline i vitamina
B12 ne bi se trebala mijenjati u periodu od jedne do dvije godine Zivota (169). Na taj nacin bi
koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a u tom periodu zivota trebale oslikavati stanje u
perikoncepcijskom razdoblju kada se embriogeneza i dogada. Iskljucene su ispitanice koje su u

trenutku uzimanja uzorka bile trudne.

Prije ukljucivanja u istrazivanje, majke ispitanika koji su zadovoljavali uklju¢ne kriterije,
a nisu imali zadovoljen niti jedan iskljuc¢ni kriterij, dobile su usmenu i pisanu obavijest o
istrazivanju. Takoder im je uruen i obrazac informiranog pristanka za njih i za njihovo dijete
koje boluje od prirodene srcane greSke. Majkama ispitanika objasnjeno je da je sudjelovanje u

istrazivanju dobrovoljno i da ¢e njthovi osobni podatci biti zasticeni.
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Tablica 4. Deskriptivna statistika uzoraka novorodencéadi. Razlika u razdiobi frekvencija spolova
i dobi po tjednima izmedu ispitivane i kontrolne skupine testirana je Fisherovom egzaktnim

testom ili Wilcoxonovim testom sume rangova (razlika u medijanu dobi)

Ispitanici Referentna P

skupina
N 127 50
Muski spol, N (%) 75 (59) 28 (56)
) 0,618
Zenski spol, N (%) 52 (41) 22 (44)
Dob u danima, M (IQR) 6,5(4,0-11,0)  3,0(2,0-10,0) 0,012
Dob - 1. tjedan, N (%) 64 (50) 31 (65)
Dob - 2. tjedan, N (%) 39 (31) 8 (16)

0,100

Dob - 3. tjedan, N (%) 10 (8) 6 (12)
Dob - 4. tjedan, N (%) 14 (11) 5(6)
Smrtnost, N (%) 27 (21)
Prisustvo sr¢anih gresaka kod 8 (6)
brace i sestara, N (%)
Broj pobadaja, N (%) 29 (23)
Broj mrtvorodenih, N (%) 2(1)
Adekvatna primjena folne kiseline 14 (10)
u prvom tromjesje¢ju trudnoce
Nepotpuna primjena folne 21 (15)
kiseline u prvom tromjesjecju
Adekvatna primjena vitamina B, 6 (4)
u prvom tromjesjecju trudnocée
Nepotpuna primjena vitamina B, 11 (8)

u prvom tromjesjecju

M — medijan, IQR — interkvartilni raspon, N — broj ispitanika, P — razina zna¢ajnosti

U istrazivanje smo ukljucili 127 novorodencadi oba spola s prirodenom sré¢anom greskom

i 103 majki novorodencadi s prirodenom sréanom greskom (tablica 4). Od ukupno 127
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novorodencadi 52 je bilo Zenskog, a 75 muskog spola. Raspodjela po tjednima pokazala je da je
u prvom tjednu Zivota u trenutku uzimanja uzorka bilo 64 novorodencadi, u drugom tjednu 39
novorodencadi, u tre¢em tjednu 10 novorodencadi i u Cetvrtom tjednu 14 novorodencadi. Do
trenutka analize podataka ove disertacije 27 ispitanik je umro. Osmero novorodencadi imalo je
brata ili sestru koji boluju ili su bolovali od prirodene sr¢ane greske. Majke 29 novorodencadi
prethodno su imale jedan ili viSe spontanih pobacaja, dok su majke dva novorodenceta prethodno

rodile mrtvorodence.

S obzirom na raspodjelu prirodenih sréanih greSaka prema Clarkovoj teoriji (tablica 2)
najvise je ispitanika u skupini 6 (68 novorodencadi), zatim u skupini 2 42 novorodencadi, dok se
u ostalim skupinama nalazi mali broj ispitanika (u skupini 1 Sestoro novorodencadi, u grupi 3
dvoje novorodenceta, grupi 4 petoro novorodencadi, u grupi 5 dvoje novorodencadi i dvoje

novorodencadi koji se ne mogu rasporediti u niti jednu skupinu po Clarku) (slika 9).

Slika 9. Ispitivane skupine novorodencadi s obzirom na raspodjelu prirodenih sréanih

greSaka prema Clarkovoj teoriji

60

40

68
53,549

42
33,08%

20

Apsolutni broj 1 udio (%)

6 5
4.72% 2 3,94% 2 2
| 157l i L 1,57%

l.gupa 2.gmupa 3.gupa 4.gupa S.gmupa  6.grupa Nerasporedeni

Referentnu skupinu za novorodencad ¢ini 50 zdrave novorodencadi oba spola (22

zenskog spola i 28 muskog spola) u kojih je mjerenje AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskog
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potencijala bilo uc¢injeno u sklopu odredivanja referentnih vrijednosti za AdoMet i AdoHcy u
Odjelu za laboratorijsku dijagnostiku nasljednih metaboli¢kih bolesti 1 novorodenacki probir
Klini¢kog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku Klini¢kog bolni¢kog centra Zagreb. Raspodjela
po tjednima pokazala je da je u prvom tjednu zivota u trenutku uzimanja uzorka bilo 31
novorodencadi, u drugom tjednu sedmero novorodencadi, u trecem tjednu sedmero

novorodencadi i1 u €etvrtom tjednu petero novorodencadi.

Raspodjela po spolu i po dobi u tjednima je bila sli¢na u ispitivanoj 1 referentnoj skupini

novorodencadi (slika 10 i 11).

Referentnu skupinu za majke novorodencadi s prirodenim sr¢anim greSkama cinile su
zdrave zene reproduktivne dobi (20 do 45 godina). U njih je mjerenje koncentracije AdoMet-a,
AdoHcy-a i odredivanje metilacijskog potencijala takoder bilo u¢injeno u sklopu odredivanja
referentnih vrijednosti za AdoMet i AdoHcy u Odjelu za laboratorijsku dijagnostiku nasljednih
metaboli¢kih bolesti i novorodenacki probir Klinickog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku

Klini¢kog bolnickog centra Zagreb.

Slika 10. Usporedba ispitivane i referentne skupine novoroden¢adi u odnosu na spol, Fisherov

egzaktni test, p= 0,618

100% A

75% A

Spol
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Novorodencad
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Slika 11. Usporedba ispitivane i referentne skupine novorodencadi u odnosu na dob uzorkovanja

u tjednima, Fisherov egzaktni test, p=0,100
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42. MATERIJALI I METODE

4.2.1. Prikupljanje podataka

Informacije o ispitanicima prikupljene su putem anketnog lista (Prilog 1) koji su ispunili
lijecnici ili majke ispitanika, uz pomo¢ lije¢nika. Dodatni podatci su, prema potrebi, dobiveni i
izravnim kontaktom s lijecnicima koji su skrbili o ispitanicima. Podatci iz anketnog lista su
obradeni u Klinici za pedijatriju Klinickog bolnickog centra Zagreb. Identitet ispitanika i svi
drugi podatci dobiveni putem anketnog lista bili su dostupni samo glavnom istrazivacu na
projektu u sklopu kojeg se istrazivanje provodilo (mentor ove doktorske disertacije), pod-

istrazivacu (doktorandu) te najblizim suradnicima.

4.2.2. Mjerenje S-adenozilmetionina i S-adenozilhomocisteina metodom tekuéinske

kromatografije visoke djelotvornosti i tandemskom spektrometrijom masa

Koncentracije spojeva AdoMet-a i AdoHcy-a u plazmi iz uzoraka pune krvi izmjerene su
metodom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti i tandemske spektrometrije masa u
Odjelu za laboratorijsku dijagnostiku nasljednih metaboli¢kih bolesti i novorodenacki probir,
Klini¢kog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku, Klinickog bolni¢kog centra Zagreb. Budu¢i da
su koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a u plazmi jako niske, potrebna je izrazito osjetljiva
metoda za njihovo mjerenje. U svrhu izrade ove doktorske disertacije laboratorij je prilagodio
metodu opisanu u Gellekink i suradnici: LC-ESI-MS/MS Measurment of AdoMet and AdoHcy
(60) na tekucinskom kromatografu spregnutom s tandemskim spektrometrom masa Nexera X2-
8050 MS/MS (Shimadzu, Kyoto, Japan).

4.2.2.1. Reagensi i sastav otopina

1. Octena kiselina, 1M;

2. Mravlja kiselina, 0,1 M: 4,2 mL mravlje kiseline (HCOOH, Mt 46,03) do 100 mL
redestilirane vode;
Amonijev acetat (0.02M, pH 8.8 podesen s amonijakom);

4.  Amonijak 1M;

5.  S-(5"-Adenosyl)-L-homocysteine-d4, MT 388,4 (Medical isotopes, Inc., Pelham, USA)
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10.

11.

12.

13.
14.

S-(5"-Adenosyl)-L-methionine-d3 Disulfate Salt, MT 597,61 (Medical isotopes, Inc.,
Pelham, USA)

S-(5"-Adenosyl)-L-methionine Disulfate Salt, MT 594,59 (Toronto Research Chemicals,
Toronto, Canada) S-adenozilmetionin (SAM, AdoMet), 1 mM, Sigma-Aldrich, Sant-
Louis, SAD; A-7007: 0,0056 g na 10 mL 20 mM TRIS/HCI, pH 7,4;
S-(5"-Adenosyl)-L-homocysteine, MT 384,41 (Toronto Research Chemicals, Toronto,
Canada) S-adenozilhomocistein (SAH, AdoHcy), 1 mM, Sigma-Aldrich, Sant-Louis,
SAD; A-9384: 0,0038 g na 10 mL 20 mM TRIS-HCI, pH 7,4;

1-Metiladenozin, 1 mM, Sigma-Aldrich, Sant-Louis, SAD; M-5001: 0,028 g na 100 mL
0,6 N perklorne kiseline;

Metanol za LC-MS (Merck, Darmstadt, Njemacka, kataloski broj: 1060351000);

Radna otopina internog standarda (IS): 95,2 uL AdoMet (konc. 168 pumol/L) i 6,16 pL
AdoHcy (konc. 650 umol/L) otpipetiranih u odmjernu tikvicu od 10 mL koja se dopuni
LC-MS Grade vodom

LC-MS Grade Voda (LiChrosolv, Merc, Darmstadt, Njemacka, kataloski broj: Z0500833
815)

Mobilna faza A: 500 mL H,0 i 50 pL octena kiselina

Mobilna faza B: 500 mL metanol i 50 pL octena kiselina

4.2.2.2. Oprema i pribor

© © N o g b~

SPE (solid-phase extraction) kolone (Agilent Bond Elut LRC-PBA, Santa Clara, SAD)
Tekucinski kromatograf spregnut s tandemskim spektrometrom masa Nexera X2-8050
MS/MS s ESI kondenzatorom u negativnhom modu (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Symmetry Shield HPLC Cig kolona (Waters Corporation, Milford, MA, SAD)
Automatske podesive pipete i nastavci: 100, 200, 1000 i 5000 pl (Eppendorf, Njemacka)
Centrifuga (MPW-223e, MPW Med. instruments, VarSava, Poljska)

Vibracijska i magnetska mjesalica (Kartell, Italija)

Sistem za dobivanje vode visoke Cisto¢e (Nirosta, Osijek, Hrvatska)

Analiticka vaga (Ohaus, SAD)

LabSolution software (Shimadzu, Kyoto, Japan)
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4.2.2.3. Postupak pripreme uzoraka za analizu

4.2.2.3.1. Uzorkovanje krvi i priprema uzoraka za mjerenje S-adenozilmetionina i

S-adenozilhomocisteina

Ispitaniku se nataste ili dva do tri sata nakon obroka (dva do tri sata za novorodence,
Cetiri sata za odrasle) izvadi venska krv u epruvetu s EDTA 1 promijesa. Uzorak se odmah stavlja
na led i unutar pola sata se centrifugira na 3500 okretaja kroz 10 minuta. 1z uzorka se odvoji 500
uL plazme i promijeSa s 50 uL 1M octene kiseline kako bi se postigla koncentracija octene

kiseline od 0,091 mol/L. Odvojena plazma se pohranjuje na -80° C do analize.
4.2.2.3.2. l1zdvajanje S-adenozilmetionina i S-adenozilhomocisteina putem SPE-kolona

Procis¢avanje uzoraka ucinjeno je putem SPE-kolona (solid-phase extraction) (Agilent
Bond Elut LRC-PBA, SAD) koje sadrze fenilbornu kiselinu koja na pH 7 do 8 veze cis diolne
skupine. SPE-kolone su prethodno tretirane dva puta s 1 mL 0,1M mravlje kiseline i dva puta s 1
ml amonijevog acetata (0,02M, pH 8,8 podesen s amonijakom). Prije pro¢is¢avanja zakiseljeni
uzorci se odleduju, promijesaju u mijesalici i neutraliziraju s 100 uL 1M amonijaka kako bi se
postigao pH 7,4 do 7,5. Tako neutraliziranim uzorcima dodaje se 100 pL internog standarda: 1,5
pmol/L za Hs-AdoMet-a i 0,41 pmol/L za **Cs-AdoHcy-a. Mjesavina se zatim nasloji na SPE-
kolone kako bi se za kolone vezali AdoMet, AdoHcy te ’Hs-AdoMet i 13C5-AdOHcy. Necistoce
se otklanjaju dvostrukim propiranjem kolona s 1 ml amonijevog acetata (0,02M, pH 8,8).
AdoMet i AdoHcy se eluiraju s kolona s 500 pL 0,1M mravlje kiseline. Nakon toga su uzorci

stabilni sljedec¢ih 6 mjeseci i mogu biti pohranjeni na -20°C prije daljnje analize.

4.2.2.4. Razdvajanje S-adenozilmetionina i S-adenozilhomocisteina metodom tekuéinske

kromatografije visoke djelotvornosti i tandemske spektrometrije masa

Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti je kromatografska tehnika za
razdvajanje smjese molekula te kvalitativno i kvantitativno mjerenje njihove koncentracije.
Uzorak s AdoMet-om i AdoHcy-em (10 pL) se nanese (injektira) na Cig-kolonu Synergi™ 4um

Fusion-RP 80A, 50 x 2mm i eluira s mobilnim fazama prema sljede¢em protokolu:
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3,5 min Pumpa B (mobilna faza B), koncentracija
4,0 min Pumpa B (mobilna faza B), koncentracija
7,0 min  Pumpa B (mobilna faza B), koncentracija

10,0 min Pumpa B (mobilna faza B), koncentracija

100%

100%

0%

0%

Vrijeme retencije iznosi 0,63 minute za AdoMet i 1,50 min za AdoHcy. Koncentracije AdoMet-a
I AdoHcy-a su mjerene putem LC-ESI-MS/MS sa LCMS-8050 sa ESI-ionizatorom u

negativnom modu.

Slika 12. Shimadzu HPLC Nexera s pridruzenim LCMS 8050

4.2.2.4.1. Priprema otapala i HPLC-uredaja

AdoMet, AdoHcy i pripadaju¢i interni standardi (IS) su mjereni s LC-MS/MS Shimadzu.

Volumen injektiranja bio je 10 uL, ukupni protok 0,25 mL/min, prolaz 10 min, kolona je grijana

na 250°C, toplinski blok je iznosio 400°C, protok plina za rasprsivanje 3,0 L/min, plina za

susenje 10 L/min. Fenomen kolone C18 iznosio je 50x2,0 mm.

Pumpa A: voda + octena kiselina
Pumpa B: metanol+ octena kiselina

Gradijent: 3,50 min B 100%
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4,00 min B 100%
7,00 min B 0%
10,00 min B 0%

Nakon kondicioniranja HPLC-sustava analizirani su standardi IS, AdoMet i AdoHcy.
Prije su priredene mati¢nica AdoMet (S-adenosil-L-methionin) 1 mM i mati¢nica AdoHcy
(S-adenosil-L-homocistein) 1 mM te interni standardi (IS). Radna otopina se dobila otapanjem
95,2 puL AdoMet-a (konc. 168 pmol/L) i 6,16 pL AdoHcy-a (konc. 650 pumol/L) koji se
odpipetiraju u odmjernu tikvicu od 10 mL koja se dopuni vodom LC-MS Grade. Mati¢nice
AdoMet-a i AdoHcy-a u takvoj vodi otopljene su u amonijevom acetatu te su napravljene
otopine koncentracije 0, 5, 10, 20, 40 nmol/l AdoHcy-a i 0, 20, 40, 80, 160 nmol/L AdoMet-a.
Dodali smo 125 pL internog standarda u 500 uL kalibracijske otopine i dalje ih tretirali kao
uzorke ispitanika (opisano u 4.2.2.3.2.) Kalibracijske krivulje dobivene su ucrtavanjem omjera

“peak area” (kalibrator/IS) prema koncentraciji kalibratora (slika 12. i 13.)

Slika 13. Primjer odredivanja krivulje AdoMet-a sa Shimadzu HPLC Nexera s pridruzenim
LCMS 8050
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Slika 14. Primjer odredivanja krivulje AdoHcy-a sa Shimadzu HPLC Nexera s pridruzenim
LCMS 8050
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Dobiveni podaci obradeni su u programu LabSolution software, Shimadzu. Za validaciju
metode ispitana je toc¢nost, preciznost, linearnost kalibracijske krivulje i koncentracijski raspon,
granica detekcije, granica kvantifikacije i stabilnost analita u dugom intervalu, kroz 21 dan, koji
su zadovoljavali kriterije koje preporucuje Medunarodna konferencija za harmonizaciju (ICH, od
engl. International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals

for Human Use).

4.2.2.5. Referentne vrijednosti za S-adenozilhomocistein, S-adenozilmetionin i metilacijski

potencijal u naSem laboratoriju

Ranije je izmjerena koncentracija AdoMet-a i AdoHcy-a u zdrave novorodencadi i
zdravih zena i1 musSkaraca reproduktivne dobi, za potrebe dobivanja referentnih raspona
navedenih metabolita u plazmi, a nakon Sto je laboratorijska metoda bila validirana (170). Na
temelju dobivenih rezultata utvrdene su znacajne razlike s obzirom na dob. U novorodencadi
referentni raspon za AdoMet u plazmi iznosi 129,4 — 321,5 nmol/L, a za AdoHcy 28,35 — 126,65
nmol/L. Metilacijski potencijal (metilacijski indeks) tj. omjer AdoMet-a/AdoHcy-a (M) je u
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vecéine zdrave novorodencadi (47/50) izmedu 1,4 i 7,26, a medijan metilacijskog potencijala je
priblizno 2,35.

U Zena reproduktivne dobi koncentracije navedenih metabolita u plazmi su znatno nize
nego u novorodencadi, dok je metilacijski potencijal visi. Referentni raspon za AdoMet u plazmi
iznosi 57,5-112,5 nmol/L, a za AdoHcy 8,88-23,52 nmol/L. Metilacijski potencijal, tj. omjer
AdoMet-a/AdoHcy-y (M), je u veéine Zena izmedu 3,74 do 8,65 (43/47), a medijan

metilacijskog potencijala je priblizno 5,54.

4.2.3. Odredivanje polimorfizama gena ACHY (SAHH-2 i SAHH-3)

4.2.3.1. Izdvajanje genomske DNA

Krv za izdvajanje genomske DNA je uzorkovana u epruvete s EDTA (BD Vacutainer
Systems), a do postupka izdvajanja je bila pohranjena na -20°C. 1z 200 pL uzorka krvi ispitanika
izdvojena je genomska DNA pomocu komercijalnog seta za izdvajanje DNA (Miniprep Quick
DNA Plus Kit, Zymo Research, Irvine, SAD). 200 uL krvi ispitanika naslojilo se u epruvetu za
mikrocentrifugu koja se pomijesala s 200 pl pufera za lizu stanica (BioFluid & Cell Buffer) i s
25 pL proteinaze K te se inkubirala 10 do 15 minuta na temperaturi od 55°C. 425 uL nastale
smjese se pomjesalo s 425 pL vezujuéeg pufera (Genomic Binding Buffer), inkubiralo kroz 10
do 15 min te naslojilo u novu epruvetu koju se stavilo u Zymo-Spin™ IIC-XL kolumne i
centrifugiralo na 12000xg okretaja 1 minutu. Filtrat se odstranio, a vezana DNA se ispirala s 400
uL pufera za predispiranje (DNA Wash Buffer) i centrifugirala na 12000xg okretaja 1 minutu.
Odstranio se supernatant i dodalo 700 ul pufera za ispiranje (g-DNA Wash Buffer) te
centrifugiralo na 12000xg okretaja 1 minutu. Odstranio se supernatant i dodalo 200 ul pufera za
ispiranje (g-DNA Wash Buffer) te opet centrifugiralo na 12000xg okretaja 1 minutu. Dobiveni
sadrzaj se premjestio u Cistu epruvetu za mikrocentrifugu te dodalo 50 pl pufera za otapanje
(DNA Elution Buffer) ili vode direkno na matriks. Nakon 5-minutne inkubacije na sobnoj
temperaturi centrifugiralo se na maksimalnoj brzini 1 minutu kako bi se eluirala DNA. Eluirana
DNA se mogla odmah iskoristiti ili pohraniti na na -20°C. Koncentracija DNA dobivene ovim
postupkom iznosila je 20-60 ng/uL.
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4.2.3.2. Sekvenciranje egzona 2, 3 i 4 gena AHCY

Sekvenciranje egzona 2, 3 i 4 ucinjeno je dideoksi-metodom po Sangeru (171). Za
sekvenciranje se koristio ,,BigDye® Terminator Cycle” set za sekvenciranje (Applied-
Biosystems) prema uputama proizvodaca te specifi¢ne pocetnice za gen AHCY. Koncentracija
otopine pocetnice iznosila je 10 uM. Elektroforeza i vizualizacija kromatograma se vrsila na
uredaju za sekvenciranje ,,ABl PRISM DNA sequencer” (Applied Biosystems) u Zavodu za
molekularnu  biologiju Instituta Ruder Boskovi¢. Programski alat SnapGene 3.0

(https://www.snapgene.com) kori$ten je za analizu kromatograma.

Lanc¢anom reakcijom polimeraze (PCR) su umnozeni egzoni 2, 3 i 4 gena AHCY koristeéi
oligonukleotide INahhl18 i INahh21 Sto je generiralo PCR-umnozak od 3441 parova baza.
Inicijalno se denaturirala DNA u trajanju od 3 od 5 minuta na temperaturi od 94°C. Pritom su se
razdvajili spareni lanci DNA koji sluze kao kalupi za amplifikaciju. Zatim se provela
hibridizacija primera na komplementarne odjeljke DNA na 55°C. Sljede¢i korak je sinteza
komplementarnog lanca na temperaturi od 72°C, s tim da Tag-polimeraza ugraduje nove
komplementarne nukleotide sve dok ne stigne do drugog primera. PCR-protokol se odvijao u 35
ciklusa. Tako umnozeni PCR-odsje¢ak podvrgnut je sekvenciranju oba lanca metodom po

Sangeru (171).

Tablica 6. Oligonukleotidi za PCR ( orijentacija 5' — 3")

Egzon Prednja pocetnica StraZnja pocetnica
2,3i4 INAhh18 INAhh21
(3441 bp) | GTGGATCGGGGTCCATGCAGTGA GGCCTGCGGCCATCATGTGGGCA
2 (314 bp) | INahhl INahh15
CTCTTGGTTGGTGGGAT CGTCTTCTTCCCTGGCTGAA
3 (193 bp) | INahh16 INahh2
GGCAGAATCCCTTCACA
AGCGTCCCTGGTGCTTTTGA
4 (300 bp) | INahh9 INahh3
CACCCAGGCCACCAGCA
CTGGAGCAGGTACCAGTT
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Slika 15. Redoslijed nukleotida u egzonima 2, 3 i 4 gena AHCY. Egzoni su ozna¢eni masnim

slovima, a pozicije po¢etnica koje su smjestene u intronima su podcrtane.

Egzon 2
CCTCTTGGTTGGTGGGATGAGGGGACTCACGGAACTCCCACCTGTTTCCTCCCGTAG
CCGACATCGGCCTGGCTGCCTGGGGACGCAAGGCCCTGGACATTGCTGAGAAC
GAGATGCCGGGCCTGATGCGTATGCGGGAGCGGTACTCGGCCTCCAAGCCACT
GAAGGGCGCCCGCATCGCTGGCTGCCTGCACATGACCGTGGAGACGGCCGTCC
TCATTGAGACCCTCGTCACCCTGGGTGCTGAGGTGAGGCCCACAGCTGTATCACC
CCAGAGTCCTTGCCCTCCCTGGGTTCAGCCAGGGAAGAAGACG

Egzon 3
AGCGTCCCTGGTGCTTTTGAGCCATCAGTGACCAACAGCCTTGTTTTGATGGCTCTTC
TAGGTGCAGTGGTCCAGCTGCAACATCTTCTCCACCCAGGACCATGCGGCGGC
TGCCATTGCCAAGGCTGGCATTCCGGGTAAGTCCTGCTTGCTTCTGAGACGTGGA
ATTTGTGAAGGGATTCTGCC

Egzon 4
CTGGAGCAGGTACCAGTTGGGAAGTCCAGGCCCTGATGTGCCACTCACCCTCCAGT
GTATGCCTGGAAGGGCGAAACGGACGAGGAGTACCTGTGGTGCATTGAGCAGA
CCCTGTACTTCAAGGACGGGCCCCTCAACATGATTCTGGACGACGGGGGCGAC
CTCACCAACCTCATCCACACCAAGTACCCGCAGCTTCTGCCAGGTGAGCAGGGC
GGGGCAGGTGGGCTGGGTGCTGGTGGCCTGGGTG
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43. STATISTICKE METODE

Kategorijski su podaci prikazani apsolutnim i relativnim frekvencijama, a neprekinute
varijable medijanom, interkvartilnim rasponom te minimum, maksimumom, 5. i 95. centilom u
sluaju koncentracija S-adenozilmetionina (AdoMet-a), S-adenozilhomocisteina (AdoHcy-a) i
metilacijskog potencijala (MI). Podatci su graficki prikazani stupicastim dijagramom (u slucaju
relativnih frekvencija), tockastim dijagramom (u slucaju prikaza povezanosti varijabli) te
dijagramom brkate kutije (engl. box-and-whiskers plot; u slu¢aju prikaza neprekinutih varijabli
za razli¢ite kategorije) pri cemu je medijan oznacen debelom crnom linijom, a prvi i tre¢i kvartil
su omedeni kutijom. Brkovi sezu do najekstremnijeg mjerenja unutar vanjske granice definirane
kao 1,5 interkvartilnih raspona od prvog ili treCeg kvartila, a vrijednosti izvan vanjske granice

(strSece vrijednosti) su oznacene tockama.

Zbog nemogucnosti aproksimacije razdiobe podataka na normalnu razdiobu, koristeni su
neparametrijski testovi. Pri testiranju kategorijskih podataka koriSten je Fisherov egzaktni test.
Razlike neprekinutih varijabli testirane su Wilcoxonovim testom sume rangova (u slucaju dvije
grupe) ili Kruskal-Wallisovim testom (u slucaju triju ili viSe grupa) nakon kojeg je, u slucaju
odbacivanja nulte hipoteze, za utvrdivanje razlike izmedu pojedinih grupa primijenjen
Conoverov test za nezavisna mjerenja uz Bonferronijevu korekciju p-vrijednosti na viSestruko
testiranje. Povezanost varijabli ispitana je Spearmanovom korelacijom pri ¢emu je ovisno o
statisticko] znacajnosti Spearmanov koeficijent tumacen kao slaba (Ipl<0,3), srednje jaka
(0,3<1pl<0,6) ili jaka (1pI>0,6) korelacija. Predikcijski model 5., 50. i 95. centila S-
adenozilmetionina (AdoMet-a), S-adenozilhomocisteina (AdoHcy-a) i metilacijskog potencijala
(M1) na temelju prisutnosti prirodene sr¢ane greske te dobi odreden je kvantilnom regresijom, pri
¢emu je standardna pogreSka odredena metodom viSestrukog ponovnog uzorkovanja (engl.

bootstrap).

Svi su podaci analizirani uz razinu statisticke znacCajnosti p=0,001, a pritom je KoriSten

programski jezik R (verzija 3.5.1).
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5. REZULTATI

5.1. S-ADENOZILMETIONIN, S-ADENOZILHOMOCISTEIN | METILACIJSKI
POTENCIJAL U NOVORODENCADI S PRIROPENOM SRCANOM GRESKOM 1 U
NJIHOVIH MAJKI

5.1.1. Usporedba koncentracija  S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i
metilacijskog potencijala u plazmi novorodencadi s prirodenom sréanom greskom i u

referentnoj skupini

Izmjerili smo koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a u plazmi ranije opisanom metodom
tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti i tandemskim spektrometrom masa u 127
novorodencadi s prirodenom sréanom greskom uklju¢enih u istrazivanje. Podatke dobivene

mjerenjem usporedili smo s vrijednostima u ispitanika referentne skupine.
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Tablica 7. Koncentracije AdoMet-a (hmol/L), AdoHcy-a (nmol/L) i metilacijski potencijal (MI)

u plazmi ispitanika ispitivane i referentne skupine: Wilcoxonov test sume rangova

. . 5. 25. 3} 75, 95,
Skupina N Min centila  centila Medijan centila  centila Max
lspitanici 127 90,0 1416 2195 2890 3560 58L5 1050,0
Novorodendéad
Referentna oy 740 1321 1538 1840 2213 2847 3790
= skupina
S
§ Ispitanici 103 12,0 522 695 810 965 1378 3020
Majke
Referentna /o 500 640 744 819 927 1113 1191
skupina
lspitanici 127 1600 2630 47,50 67,01 9050 171,23 225,00
Novorodencad
Referentna oy o400 3070 5300 8150 9525 121,85 129,00
> skupina
£
§ Ispitanici 103 500 9,03 1400 20,00 2650 4560 7500
Majke
Referentna /), 293 1042 1303 1518 1738 2184 4532
skupina
lspitanici 127 1,797 2225 3139 4343 5920 8010 10,900
Novorodendéad
Referentna oy 1800 1400 1000 2350 3512 6545 8500
skupina
= Ispitanici 103 0,885 1,865 3294 4545 5646 7,989 9,700
Majke
Referentna ;1706 3800 4711 5541 6330 8306 9,536
skupina

N — broj ispitanika, Min — najmanja vrijednost, Max — najveéa vrijednost, Ml — metilacijski potencijal
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Tablica 8. Razlike izmedu skupina: rezultati Wilcoxonovog testa sume rangova iz podataka u
tablici 7

Skupina N W A p
Ispitanici 127
Novorodencad 4909 6,22 <0,001
= Referentna skupina 50
=
3 Ispitanici 103
< Majke 2293 -0,52 0,607
Referentna skupina 47
Ispitanici 127
Novorodencad 2677 -1,24 0,215
> Referentna skupina 50
I
S Ispitanici 103
< Majke 3259 340 0,001
Referentna skupina 47
Ispitanici 127
Novorodencad 4802 5,86 <0,001
Referentna skupina 50
= Ispitanici 103
Majke 1445 -3,95 <0,001

Referentna skupina 47

MI — metilacijski potencijal, N — broj ispitanika, W — test statistika Wilcoxonovog testa sume rangova, Z —
standardizirana test statistika Wilcoxonovog testa sume rangova, p — razina zna¢ajnosti
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Slika 16. Koncentracija AdoMet-a (A), AdoHcy-a (B) te metilacijski potencijal (MI) (C) za
novorodencad, uz oznacenu statisticku znacajnost izmedu ispitivane i referentne skupine.
Statisticki znacajne razlike izmedu skupina su oznacene p-vrijednostima izracunanim
Wilcoxonovim testom sume rangova
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Tablica 9. Broj ispitanika s vrijednostima iznad, unutar i ispod referentnog intervala po

skupinama — omjer izgleda

Broj ispitanika (%) s obzirom na granice referentnog intervala
Uki Ispod Izmed
upno Spo zmedu 1znad
, , aR , , aR
Yoo | ¥ o) | egar P Vo) Yoo) (95% I ) ¥
] 127 5 (4) 0,94 73 (57) 49 (39) 14,29
Novorodenéad 1,000 < 0,001
v R 50 2(4) (0,15 - 10,23) 44.(92) 2(4) (3,46 - 127,15)
(5]
=
S ] 103 | 11(11) 2,68 83 (81) 9(9) 2,14
< Majke 0,347 0,504
R 47 2(4) (0,55 - 25,85) 43 (92) 2(4) (0,42 - 21,21)
] 127 9(7) 1,75 103 (81) 15 (12) 3,06
Novorodenéad 0,729 0,160
> R 50 2(4) (0,34 - 17,25) 44 (92) 2(4) (0,67 -28,7)
I
8 I 103 22) 0,45 67 (65) 34 (33) 10,96
< Maijke 0,590 <0,001
R 47 2(d) (0,03 - 6,36) 43 (92) 2 (4) (2,59 - 98,75)
I 127 0(0) 0,00 114 (90) 13 (10) 2,61
Novorodencad 0,274 0,243
R 50 1(2) (0,00 - 14,74) 45 (94) 2(4) (0,56 - 24,74)
= I 103 | 40 (39) 14,10 61 (59) 2(2) 0,45
Maijke <0,001 0,590
R 47 24 (3,36 - 126,71) 43 (92) 2 () (0,03 - 6,36)

I — ispitivana skupina, R — referentna skupina, N — apsolutna frekvencija, OR — omjer izgleda, Cl — interval
pouzdanosti, MI — metilacijski potencijal, p — razina znacajnosti
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Slika 17. Grafi¢ki prikaz udjela ispitanika novorodencadi s prirodenom sréanom greskom S
obzirom na referentne vrijednosti AdoMet-a (A), AdoHcy-a (B) i metilacijskog potencijala (M)
(C). Plavom je bojom prikazan udio ispitanika s vrijednosti manjom od donje referentne
vrijednosti, zelenom bojom udio ispitanika unutar referentnog intervala te crvenom bojom udio

ispitanika iznad gornje referentne vrijednosti. Fisher-Freeman-Haltonov test, P < 0.001
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Ispit'anici Konirole Ispit:anici Konirole Ispit:anici Konirole
Novorodencad Novorodencad Novorodendad
Izmedu ispitivane i referentne skupine postoji statisticki znacajna razlika u

koncentracijama AdoMet-a, ali ne i AdoHcy-a (Wilcoxonov test sume rangova, P<0.001).
Medijan za AdoMet je 1,57 puta veéi u ispitanika u odnosu na referentnu skupinu. Ispitanici su,
kao skupina, imali vece interkvartilne raspone za izmjerene vrijednosti AdoMet-a, ali ne i
AdoHcy-a u odnosu na referentnu skupinu (tablica 9, slika 16). U pojedinih ispitanika su
vrijednosti oba izmjerena metabolita znac¢ajno odstupale u odnosu na referentnu skupinu, ali i na

vecinu ispitanika u ispitivanoj skupini.

Usporedbom udjela AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskog potencijala (MI) koji su
odstupali od referentnog raspona za navedene analite, pokazali smo da znacajan udio ispitanika u
ispitivanoj skupini ima vrijednosti AdoMet-a iznad gornje granice referentnog raspona, u odnosu
na referentnu skupinu (slika 17). Koncentracije AdoMet-a vise od gornje granice referentnog
raspona u ispitivanoj skupini je imalo 39% (49/127), a u referentnoj skupini 4% (2/50) ispitanika
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(slika 17A). Kod novorodencadi u ispitivanoj skupini izgledi su 14,29 puta ve¢i nego kod
novorodencadi u referentnoj skupini da ¢e pojedino novorodence imati povisSen AdoMet u
odnosu na gornju granicu referentne vrijednosti (p<0.001). Koncentracije AdoHcy-a vise od
gornje granice referentnog raspona u ispitivanoj skupini je imalo 12% (15/127), a u referentnoj
skupini 4% (2/50) ispitanika (slika 17B). Kod novorodenc¢adi u ispitivanoj skupini izgledi su
3,06 puta veci nego kod novorodencadi u referentnoj skupini da ¢e pojedino novorodence imati
povisen AdoHcy u odnosu na gornju granicu referentne vrijednosti (p=0.16). Referentni rasponi
u novorodenackoj dobi su: za AdoMet 129,4-321,5 nmol/L, za AdoHcy 28,35-126,65 nmol/L i
za Ml 1,4 -7,26 (viSe u odlomku 4.2.2.5.)

Vrijednosti metilacijskog potencijala su statisti¢ki znac¢ajno vecée u ispitanika u odnosu na
referentnu skupinu, prvenstveno kao posljedica statisticki znacajno viseg AdoMet-a (slika 17C).
Ispitivana skupina je imala ve¢i raspon metilacijskog potencijala, jednako kao i raspone
koncentracija AdoMet-a i AdoHcy-a, u odnosu na referentnu skupinu. Vrijednosti metilacijskog
potencijala u pojedinih ispitanika su znacajno odstupale te je metilacijski potencijal visi od
gornje granice referentnog raspona u ispitivanoj skupini imalo 10% (13/127), a u referentnoj
skupini 4% (2/50) ispitanika (slika 17C). Izgledi su 2,61 puta ve¢i U novorodenc¢adi u ispitivanoj
skupini nego u novorodencadi u referentnoj skupini da ¢e pojedino novorodenée imati povisen

MI u odnosu na gornju granicu referentne vrijednosti (p=0.243).

U pet ispitanika izmjeren je AdoMet dvostruko i vise ve¢i (od 706 do 1050 nmol/L) od
maksimalnog izmjerenog u novorodencadi u referentnoj skupini S tim da je koncentracija
AdoHcy-a u plazmi tih ispitanika bila 1,1 do 1,7 puta veéa (140 do 225 nmol/L) nego
maksimalne koncentracije izmjerene u novorodencadi u referentnoj skupini. Omjer AdoMet-a i
AdoHcy-a u ovih ispitanika nije odstupao od referentnih vrijednosti (3,4 do 7,4). U ispitanice s
najvisim koncentracijama AdoMet-a (1050 nmol/L) i AdoHcy-a (225 nmol/L) dodatnom je
obradom ustanovljeno da ima uredne koncentracije homocisteina za dob (5,3 pmol/L) te uredne
koncentracije vitamina B, (331 pmol/L) i folne kiseline (16,4 nmol/L).
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5.1.2. Usporedba koncentracija  S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i
metilacijskog potencijala u plazmi majki novoroden¢adi s prirodenom sréanom greskom i

u referentnoj skupini

Izmjerili smo koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a u plazmi ranije opisanom metodom
tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti i tandemskim spektrometrom masa u 103 majke
novorodencadi s prirodenom sr¢anom greSkom ukljucenih u istrazivanje. Podatke dobivene

mjerenjem usporedili smo s vrijednostima u ispitanika referentne skupine (tablica 7 i 8).

Slika 18. Prikaz koncentracija AdoMet-a (nmol/L), AdoHcy-a (nmol/L) i metilacijskog
potencijala (MI) u majki novorodenc¢adi s prirodenom sr¢anom greskom u odnosu na referentne
vrijednosti, uz oznacenu statisticku znacajnost izmedu ispitivane i referentne skupine. Statisticki
znacajne razlike izmedu skupina Su oOznaCene p-vrijednostima izra¢unanim Wilcoxonovim

testom sume rangova
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Slika 19. Graficki prikaz udjela ispitanica majki novorodenc¢adi s prirodenom sr¢anom greSkom s
obzirom na referentne vrijednosti AdoMet-a (A), AdoHcy-a (B) i metilacijskog potencijala (M)
(C). Prikazan je udio ispitanica s vrijednosti manjom od donje referentne vrijednosti plavom,
unutar referentnog intervala zelenom te iznad gornje referentne vrijednosti crvenom bojom.

Fisher-Freeman-Haltonov test, P < 0.001.
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Izmedu ispitivane 1 referentne skupine postoji statisticki znacajna razlika u
koncentracijama AdoHcy-a, ali ne i AdoMet-a (Wilcoxonov test sume rangova, P < 0.001).
Ispitanice su, kao skupina, imale vece interkvartilne raspone za izmjerene vrijednosti AdoHcy-a i
AdoMet-a u odnosu na referentnu skupinu (tablica 9, slika 18). U pojedinih ispitanika su
vrijednosti oba izmjerena metabolita znacajno odstupale u odnosu na referentnu skupinu, ali i na

vecinu ispitanika u ispitivanoj skupini.

Usporedbom udjela AdoMet-a i AdoHcy-a koji su odstupali od referentnog raspona za
navedene analite, pokazali smo da znacajan udio ispitanica u ispitivanoj skupini ima vrijednosti
AdoHcy-a iznad gornje granice referentnog raspona, u odnosu na referentnu skupinu (slika 19B).
Koncentracije AdoHcy-a vise od gornje granice referentnog raspona u ispitivanoj skupini je
imalo 33% (34/103), a u referentnoj skupini 4% (2/47) ispitanica (slika 19B). Koncentracije

AdoMet-a vise od gornje granice referentnog raspona u ispitivanoj skupini je imalo 9% (10/103),
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a u referentnoj skupini 4% (2/47) ispitanica (slika 19A). Referentni rasponi u Zena reproduktivne
dobi su: za AdoMet 10,16 do 21,84 nmol/L, za AdoHcy 64 — 111,28 nmol/L (vise u odlomku
4.2.2.5).

Postoji 1 statisticki znacajna razlika u vrijednostima metilacijskog potencijala izmedu
ispitanica 1 referentne skupine (slika 19C) - ispitanice su imale statisticki znacajno nizi
metilacijski potencijal u odnosu na referentnu skupinu. Veci raspon metilacijskog potencijala je
imala ispitivana skupina, jednako kao i raspone koncentracija AdoMet-a i AdoHcy-a. Vrijednosti
metilacijskog potencijala u pojedinih ispitanica su znacajno odstupale. Cak 39% (40/103)

ispitanica je imalo metilacijski potencijal nizi od 5. centile referentne skupine.

Jedna je ispitanica imala koncentraciju AdoHcy-a u plazmi visu od koncentracije
AdoMet-a (AdoMet 58,5 nmol/L, AdoHcy 66,09 nmol/L) te posljedi¢no metilacijski potencijal
nizi od 1 (0,89). Cak sedam ispitanica (6,7%) imalo je metilacijski potencijal dvostruko nizi od
5. centile referentne skupine, s tim da je u tih ispitanica koncentracija AdoHcy-a bila dvostruko i
vise veca od 95. centile za referentnu skupinu. Koncentracije AdoHcy-a dvostruko vece od 95.
centile referentne skupine imalo je osam ispitanica (44 do 75 nmol/L). U tih ispitanica
koncentracije AdoMet-a varirale su od onih istovjetnih medijanu referentne skupine do trostruko
vecih od 95. centile referentne skupine (85 do 302 nmol/L), dok je metilacijski potencijal iznosio
od 1,84 (dvostruko nizi od 5. centile referentne skupine) do 5,03 (blizu medijana za Ml za

referentnu skupinu).

5.1.3. Medusobni odnos Kkoncentracija S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i
metilacijskog potencijala u ispitivanoj skupini novorodencadi s prirodenom sréanom

greSkom

Analizirali smo medusobne odnose AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskog potencijala

(MI) u ispitivanoj skupini novorodenc¢adi s prirodenom sr¢anom greskom.
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Tablica 10. Povezanost koncentracija AdoMet-a i AdoHcy-a, AdoMet-a i metilacijskog

potencijala te AdoHcy -a i metilacijskog potencijala u ispitivanima i referentnim skupinama

Snaga
Povezanost Skupina N 2 korelacije S P
Novorodenéad 127 0,6165 Srednja 130926 < 0,001
Ispitanici
AdoHcy — Majke 103 0,3875 Slaba 111533 < 0,001
AdoMet Novorodencad Referentna 50 0,1613 15452 0,273
Majke skupina 47 0,3424 Slaba 11374 0,019
Novorodencad 127 0,2155 Slaba 267809 0,015
Ispitanici
Majke 103 0,2284 Slaba 140519 0,020
MI - AdoMet
Novorodencad Referentna 50 0,4532 Srednja 10074 0,001
Majke skupina 47 0,3244 Slaba 11686 0,027
Novorodenéad 127 -0,5670 Srednja 534944 < 0,001
Ispitanici
Majke 103  -0,7308 Jaka 315190 < 0,001
MI - AdoHcy
Novorodenc¢ad Referentna 50 -0,7673 Jaka 32560 < 0,001
Majke skupina 47  -0,7168 Jaka 29694 <0,001

£ - Spearmanov korelacijski koeficijent, S - zbroj kvadrata razlike izmedu rangova, MI- metilacijski potencijal, N-

broj ispitanika

Rezultati prikazani u tablici 10 upucuju na statisticki znacajnu korelaciju gotovo medu
svim parametrima u novorodencadi s prirodenim sréanim greSkama. Ocekivano, medusobna
ovisnost AdoHcy-a i AdoMet-a (slika 20) je statisticki znac¢ajna. Pozitivna korelacija AdoMet-a i
AdoHcy-a upucuje na primjerenu stabilnost uzoraka tj. ne upucuje na neenzimatski put
razgradnje AdoMet-a. Postoji statisticki znacajna povezanost metilacijskog potencijala s
AdoHcy-em (slika 21a) ¢iji porast korelira s padom vrijednosti metilacijskog potencijala. Postoji
i slaba, ali ipak statisti¢ki znacajna korelacija AdoMet-a i metilacijskog potencijala - §to je

AdoMet visi, to je metilacijski potencijal visi (slika 21b).
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Slika 20. Korelacija AdoMet-a i AdoHcy-a u ispitivanoj skupini novorodencadi s prirodenom
sr¢anom greSkom: rho=0,6165, p<0,001. Koncentracije dvaju analita medusobno srednje jako

koreliraju i raspodjela je gotovo linearna. Puna linija: regresijski pravac
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Slika 21a. Korelacija AdoHcy-a s metilacijskim potencijalom je srednje jaka i raspodjela je
gotovo linearna; rho=-0,521, P<0,001. Puna linija: regresijski pravac

Slika 21b. Postoji slaba, ali statisticki znaajna korelacija AdoMet-a s metilacijskim
potencijalom; rho=-0,2155, P=0,015. Puna linija: regresijski pravac
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50 100 150 200 250 500 750 1000
AdoHcy (nmol/L) AdoMet (nmol/L)
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5.1.4. Medusobni odnos koncentracija S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i meti-
lacijskog potencijala u ispitivanoj skupini majki novorodencadi s prirodenom sré¢anom

greSkom

Analizirali smo medusobne odnose AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskog potencijala

(MI) u skupini majki novorodencadi s prirodenom sréanom greskom (tablica 10).

Rezultati prikazani u tablici 10 upucuju na statisti¢ki znacajnu korelaciju medu svim
parametrima. Porast AdoHcy-a korelira s porastom AdoMet-a (slika 22). Postoji statisticki
znaCajna povezanost AdoHcy-a i metilacijskog potencijala (slika 23a); porast AdoHcy-a
znacajno korelira s padom vrijednosti metilacijskog potencijala, ¢ak i bolje u odnosu na
ispitivanu skupinu novorodencadi. Postoji statisticki znacajna korelacija i izmedu AdoMet-a i

metilacijskog potencijala - porast AdoMet-a prati porast metilacijskog potencijala (slika 23b).

Slika 22. Korelacija AdoMet-a i AdoHcy-a u ispitivanoj skupini majki novorodencadi s
prirodenom sr¢anom greskom: rho=0,3875, P<0,001. Koncentracije dvaju analita medusobno

koreliraju, ali slabo. Puna linija: regresijski pravac
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Slika 23. A. Korelacija AdoHcy-a s metilacijskim potencijalom u majki novorodencadi s
prirodenom sré¢anom greSkom je jaka i raspodjela je gotovo linearna; rho=-0,7308, P<0,001.
Puna linija: regresijski pravac

B. Postoji slaba, ali znacajna korelacija AdoMet-a s metilacijskim potencijalom u majki

novorodencadi s prirodenom sr¢anom greskom, rho=0,2284, P=0,02. Puna linija: regresijski

pravac
A Ispitanici B Ispitanici
Majke Majke
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5.1.5. Usporedba koncentracija  S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i
metilacijskog potencijala u ispitivanoj skupini novorodencadi s prirodenom sréanom

greSkom u odnosu na dob ispitanika

Veé tijekom odredivanja referentnih vrijednosti koncentracija AdoMet-a, AdoHcy-a i
njihovog omjera u novorodencadi bilo je uoceno postajanje statisticki znacajne razlike izmedu

novorodencadi i odraslih osoba (tablica 10).
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Tablica 11. Prikaz referentne skupine novorodencadi i Zena reproduktivne dobi u odnosu na

analizirane varijable: Wilcoxonov test sume rangova

Skupina N Min 5. centila 25.centila Medijan 75.centila 95.centila Max

AdoMet Novoroden¢ad 50 74,0 132,1 153,8 184,0 221,3 284,77  379,0
Zene 47 52,0 64,0 74,4 81,9 92,7 111,3 1191
AdoHcy Novorodencad 50 24,00 30,70 53,00 81,50 95,25 121,85 129,00
Zene 47 7,93 10,12 13,03 15,18 17,38 21,84 4532
Ml Novoroden¢ad 50 0,800 1,400 1,900 2,350 3,512 6,545 8,500
Zene 47 1,796 3,800 4,711 5,541 6,330 8,306 9,536

MI — metilacijski potencijal, N — broj ispitanika, Min — najmanja vrijednost, Max — najveca vrijednost

Iz tablice 10. vidljivo je da su koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a statisticki znacajno
vise novorodenackoj dobi u odnosu na odrasle Zene u reproduktivnoj dobi. Medijan
koncentracije AdoMet-a je oko 2,2 puta veéi u novorodenackoj dobi u odnosu na onaj u zena
reproduktivne dobi, a medijan koncentracije AdoHcy-a oko 5,3 puta veci. Posljedi¢no je i
metilacijski potencijal oko 2,3 puta manji u novorodenackoj dobi u odnosu na metilacijski

potencijal u odrasloj dobi.

Takoder je wunutar referentne skupine novorodenfadi mogucée vidjeti ovisnost
koncentracije AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskog potencijala o zivotnoj dobi. Postoji statisti¢ki
znacajna korelacija AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskog potencijala u odnosu na dane Zivota -
§to je novorodence mlade to su koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a vise, a metilacijski
potencijal nizi (slika 24). U¢inili smo i regresiju kvantila u skupini ispitivane novorodencadi s
prirodenom sré¢anom greskom (tablica 12, slika 24). U ispitanika takoder postoji statisti¢ki

znacajna korelacija izmedu AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskog potencijala te dana zivota.
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Tablica 12. Regresija 5., 50. (medijan) i 95.

metilacijski potencijal (MI) u ovisnosti o dobi

centila koncentracije AdoMet-a, AdoHcy-a te

Centila  Koeficijent b SE T p
(Odsjecak) 1723 20,2 8,52 <0,001
5 Kontrole 439 325 -1,35 0,179
' Dob (Ispitanici) / dan -2,9 15 -1,98 0,049
Dob (Kontrole) / dan 0,2 15 0,13 0,895
= (Odsjecak) 339,2 13,8 2455 <0,001
% 50, Kontrole -151,3 18,0 -841 <0,001
2 Dob (Ispitanici) / dan -5,4 12 -4,32 <0,001
Dob (Kontrole) / dan -0,4 19 -0,23 0,821
(Odsjecak) 9135 166,6 548 <0,001
95, Kontrole -575,4 184,99 -3,11 0,002
Dob (Ispitanici) / dan -25,1 10,0 -2,52 0,013
Dob (Kontrole) / dan -3,36 541 -0,62 0,535
(Odsjecak) 37,71 549 6,88 <0,001
5 Kontrole 429 1475 0,29 0,772
' Dob (Ispitanici) / dan -0,86 054 -1,58 0,116
Dob (Kontrole) / dan -2,00 181 -111 0,270
- (Odsjecak) 84,50 4,50 18,77 <0,001
T 50 Kontrole 982 576 1,70 0,090
§ ' Dob (Ispitanici) / dan 1,83 041 -4,42 <0,001
Dob (Kontrole) / dan -2,16 0,50 -4,28 <0,001
(Odsjecak) 233,88 39,69 589 <0,001
95, Dob (Kontrole) / dan -101,23 40,54 -2,50 0,013
(Odsjecak) -6,19 3,37 -184 0,068
Dob (Kontrole) / dan -2,82 057 -492 <0,001
(Odsjecak) 2,120 0,157 13,50 <0,001
5 Kontrole -0,720 0,380 -1,89 0,060
' Dob (Ispitanici) / dan 0,011 0,017 0,64 0,526
Dob (Kontrole) / dan <0,001 0,044 0,00 1,000
(Odsjecak) 4,043 0,298 13,58 <0,001
S s0. Kontrole -2,281 0,332 -6,87 <0,001
Dob (Ispitanici) / dan 0,063 0,042 1,50 0,135
Dob (Kontrole) / dan 0,119 0,037 3,22 0,002
(Odsjecak) 7,209 0,644 11,19 <0,001
95. Kontrole -3,538 1,902 -1,86 0,065
Dob (Ispitanici) / dan 0,096 0,091 1,05 0,295
Dob (Kontrole) / dan 0,254 0,156 1,63 0,106

b — iznos regresijskog koeficijenta, SE — standardna pogreska, T — test statistika, MI- metilacijski potencijal,
odsjecak - procjenjeni medijan u dobi od 0 dana

Iz navedene tablice vidljivo je da se 5. centila ispitivane skupine za AdoMet u prva Cetiri
tjedna zivota smanjuje za 2,9+1,5 nmol/L dnevno, a 95. centila za 25,110 nmol/L dnevno.

Takoder je zna¢ajno da je u trenutku rodenja medijan AdoMet-a u ispitivanoj skupini za 151+18
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nmol/L ve¢i od referentne skupine. 5. centila ispitivane skupine za AdoHcy se smanjuje u prva

Cetiri tjedna zivota za 0,86+0,54 nmol/L dnevno, a 95. centila za 6,19+3,37 nmol/L dnevno.

Slika 24. Regresija 5., 50. (medijan) i 95. centila koncentracije S-adenozilmetionina (AdoMet-a),
S-adenozilhomocisteina (AdoHcy-a) te metilacijskog potencijala (MI) u ovisnosti o dobi u
novorodencadi s prirodenom sréanom greskom. Puna linija prikazuje medijan, gornja iscrtana

linija prikazuje 95., a donja 5. centilu
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Kako bi se dodatno procijenila eventualna ovisnost koncentracije S-adenozilmetionina

(AdoMet-a), S-adenozilhomocisteina (AdoHcy-a) i metilacijskog potencijala o dobi Zivota,

podijelili smo skupinu ispitanika i referentnu skupinu na ¢etiri dobne skupine (prvi, drugi, treci i

Cetvrti tjedan zivota) te usporedili dobivene rezultate mjerenja u ispitivanoj skupini s rezultatima

referentne skupine (tablica 13, slika 25).

Tablica 13. Razlika koncentracija AdoMet-a (nmol/l), AdoHcy-a (nmol/L) i metilacijskog

potencijala (MI) izmedu ispitivane skupine novorodencadi s prirodenom sréanom greSkom i

referentne skupine za razlic¢ite dobne skupine. Vrijednost p je korigirana na visestruko testiranje

Bonferronijevom metodom

Dob 5. 25. 75. 95.
(tjedani) Skupina N Min  centila centila M centila  centila Max w p
| 62 1180 1894 2688 3280 3965 8634 1050,0
1 1735,0 <0,001
R 31 740 1315 1545 1870 2115 29,5 379,0
| 41 90,0 1480 1870 284,0 346,0 559,0 706,0
= 2 2475 0,099
s R 8 1310 1352 1528 1805 2385 2709 2730
§ | 10 196,0 200,1 2158 248,0 2648 3674 4340
3 38,0 1,000
R 6 154,00 1545 1720 2325 2525 2820 291,0
| 14 910 1073 1473 1970 2675 3780 508,0
4 29,0 1,000
R 3 148,0 1480 148,0 148,0 162,0 173,2 176,0
| 62 25,00 38,25 6500 81,00 105,75 18530 225,00
1 823,5 1,000
R 31 32,00 4150 80,50 90,00 103,50 126,00 129,00
| 41 21,00 28,00 48,00 61,00 8500 172,00 222,00
> 2 188,5 1,000
£ R 8 24,00 2540 37,75 57,00 78,75 89,60 91,00
§ | 10 24,00 2535 30,00 4100 56,00 6530 68,00
3 18,5 0,929
R 6 30,00 3325 44775 52,00 60,00 74,75 79,00
| 14 16,00 21,85 3325 49,00 59,75 70,40 73,00
4 24,0 1,000
R 3 33,00 3460 41,00 49,00 49,00 49,00 49,00
| 62 1,835 2,202 3,175 4,185 5175 7,395 10,400
1 17235 <0,001
R 31 0800 1,400 1,700 2,100 2,350 4,080 7,361
| 41 1,797 2,227 2,909 4,250 6,071 7,800 8,952
2 189,0 1,000
- R 8 1400 1,820 3,125 3,700 4,940 6,032 6,071
= | 10 3,306 3964 5600 6,120 7,371 9,820 10,900
3 43,5 0,633
R 6 2,889 2937 308 3325 5987 8,075 8,500
| 14 2,283 2,338 3,120 4,761 6,791 8,067 9,600
4 27,5 1,000
R 3 3000 3002 3,010 3,020 4,177 5,102 5,333

| — ispitanici, R — referentna skupina, N — broj ispitanika, Min — najmanja vrijednost, Max — najveca vrijednost, W —

test statistika Wilcoxonovog testa sume rangova, p — razina zna¢ajnosti, Ml — metilacijski potencijal
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Slika 25. Prikaz razlike u koncentracijama AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskom potencijalu
(MI) izmedu ispitivane skupine novorodencadi s prirodenom sréanom greSskom i referentne

skupine za razli¢ite dobne skupine
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Izmedu ispitivane i referentne skupine postoji statisticki znacajna razlika u
koncentracijama AdoMet-a samo u prvom tjednu Zivota, dok su koncentracije AdoMet-a u svih
ostalih dobnih skupina bile vise u ispitanika nego u referentnoj skupini, ali nije bilo statisticke
znadajnosti. Sto se tice AdoHcy-a, ne postoji statisticki znaGajna razlika u koncentracijama
izmedu dviju skupina neovisno o dobnoj skupini. Metilacijski potencijal je takoder statisticki
znacajno povecan samo u prvom tjednu zivota, dok je u svih ostalih dobnih skupina visi u
ispitanika u odnosu na referentnu skupinu, ali nije bilo statistiCke znacajnosti. Budu¢i da je
skupina ispitanika ¢iji su uzorci uzeti u prvom tjednu najveca (62/127), mogucée je da je to razlog

zbog kojeg smo statisti¢ku znacajnost uo¢ili samo u toj skupini.

5.1.6. Usporedba S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i metilacijskog potencijala
u ispitivanoj skupini u odnosu na spol ispitanika

Provjerili smo postoje li razlike u koncentracijama AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskog
potencijala s obzirom na spol ispitanika. Usporedbom koncentracija AdoMet-a, AdoHcy-a i
metilacijskog potencijala prema spolu i u ispitivanoj skupini novorodencadi s prirodenim
sréanim greSkama i u referentnoj skupini koristenjem Wilcoxonovog testa sume rangova nije

dokazana statisticki znacajna razlika (tablica 14, slika 26).
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Slika 26. Prikaz razlike koncentracija AdoMet-a (A), AdoHcy-a (B) i metilacijskog potencijala

(MI) (C) izmedu ispitivane skupine novorodencéadi s prirodenom sr¢anom greskom i referentne

skupine s obzirom na spol
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Tablica 14. Razlika koncentracija AdoMet-a (nmol/L), AdoHcy-a (nmol/L) i metilacijskog
potencijala (MI) izmedu ispitivane skupine novorodencadi s prirodenom sréanom greSkom i

referentne skupine s obzirom na spol

Skupina Spol N  Min 5. 25. Medijan 75. 95. Max W p
centila  centila centila centila
Ispitanici M 76 91,0 146,3 210,0 288,0 339,0 567,5 1040,0
17145 0,273
= Ispitanici Z 51 90,0 130,5 243,0 299,0 405,0 644,5 1050,0
=
3 Ref. skupina M 26 134,0 144,0 153,8 191,0 231,8 318,8 379,0
< 3355 0,311
Ref. skupina Z 22 74,0 129,1 1545 174,0 210,5 264,0 273,0
Ispitanici M 76 16,00 26,50 49,75 67,00 97,00 173,83 225,00
1994 0,785
- Ispitanici Z 51 24,00 27,00 45,50 69,00 85,00 157,00 225,00
[&)
I
3 Ref. skupina M 26 24,00 32,75 56,50 83,00 99,75 126,50 129,00
< 318 0,514
Ref. skupina  Z 22 28,00 32,05 51,00 80,50 90,75 109,45 116,00
Ispitanici M 76 1,797 2,109 2,859 4,296 5,955 7,755 9,600
1755 0,369
Ispitanici Z 51 2,367 2,841 3,462 4,400 5,822 8,300 10,900
= Ref. skupina M 26 1,400 1,425 1,750 2,400 3,536 6,590 8,500
3055 0,694

Ref. skupina  Z 22 0,800 1,405 1,900 2,250 3,096 6,035 7,361

N — broj ispitanika, Min — najmanja vrijednost, Max — najveca vrijednost, W — test statistika Wilcoxonovog testa
sume rangova, p — razina znaéajnosti, MI — metilacijski potencijal

5.1.7. Koncentracije S-adenozilmetionina i S-adenozilhomocisteina te metilacijski

potencijal u ispitivanoj skupini u odnosu na mortalitet

Od 127 novorodencadi sa slozenom sréanom greskom u kojih smo mjerili koncentracije
AdoMet-a i AdoHcy-a i odredivali metilacijski potencijal u 27 (21%) je nastupio smrtni ishod.
Smrtni ishod je u gotovo svih ispitanika (23/27) u nastupio tijekom prve godine zivota, od toga u
tri ispitanika u prvom tjednu nakon uzimanja uzorka krvi za analizu AdoMet-a, AdoHcy-a i
metilacijskog potencijala. Usporedbom koncentracija AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskog
potencijala u ispitanika u kojih je nastupio smrtni ishod u odnosu na one koji su u trenutku
analiziranja uzoraka bili Zzivi, koriStenjem Wilcoxonovog testa sume rangova dokazana je

statistiCki znacajna razlika (tablica 15, slika 27). Naime i AdoHcy i AdoMet su bili statisticki
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znacajno visi u ispitanika u kojih je nastupio smrtni ishod u odnosu na ostatak ispitivane skupine,

no nije bilo statisticki znacajne razlike u metilacijskom potencijalu.

Tablica 15. Razlika u koncentraciji AdoMet-a (nmol/L), AdoHcy-a (hmol/L) te metilacijskog

potencijala (MI) u ispitivanoj skupini s obzirom na mortalitet

5. 25. 75. 95.
Mortalitet N Min centil centil M centil centil Max W p
= NE 100 90,0 1478 2093 286,0 3438 560,0 1050,0
b 1006,5 0,04
-§ DA 27 91,0 123,7 2645 338,0 446,55 8180 983,0
- NE 100 21,0 2595 450 66,0 88,25 141,15 225,0
T 996,5 0,04
-§ DA 27 16,0 38,80 60,5 81,00 106,5 199,30 225,0
NE 100 1,8 2227 315 4,55 6,082 8,405 10,90
1486, 0.42
5 DA 27 1,8 2065 3,14 4,10 5,444 6,950 7,300 5

N — broj ispitanika, Min — najmanja vrijednost, Max — najveca vrijednost, M - medijan, W — test statistika

Wilcoxonovog testa sume rangova, p — razina znaéajnosti, M1 — metilacijski potencijal

Slika 27. Graficki prikaz razlike u koncentraciji AdoMet-a, AdoHcy-a te metilacijskog

potencijala (MI) izmedu ispitanika s obzirom na mortalitet
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5.1.8. Usporedba koncentracija  S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i
metilacijskog potencijala u ispitivanim skupinama s obzirom na etiopatogenetsku podjelu

prirodenih sréanih greski po Clarku

S obzirom na etiopatogenetsku raspodjelu prirodenih sréanih greSaka prema Clarku
(tablica 2) podijelili smo ispitanike u Sest skupina te u one koji se ne mogu rasporediti u niti
jednu skupinu prema Clarku. Od 127 ispitanika najvise je ispitanika u skupini 6 - 68 ispitanika
(54%), zatim u skupini 2 - 42 ispitanika (33%). U ostalim skupinama nalazi se mali broj
ispitanika - u skupini 1 Sestoro novorodencadi (5%), u skupini 3 dvoje novorodencadi (1,6%),
skupini 4 ¢etvoro novorodencadi (3%), u skupini 5 ¢etvoro novorodencadi (3%), dok se dvoje
novorodencadi (1,6%) nije moglo rasporediti niti u jednu skupinu prema Clarku. Usporedbom
koncentracija AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskog potencijala medu skupinama istice se
skupina 3 (poremecaj izvanstani¢nog matriksa) u kojoj se nalaze samo dva ispitanika. Ispitanici s
poremecajem izvanstani¢nog matriksa imali su statisticki znacajno vise koncentracije AdoMet-a
I AdoHcy-a u plazmi u odnosu na ostale grupe, no nije bilo statisticki znacajne razlike u
metilacijskom potencijalu. Izmedu grupe s poremeéajem migracije neuroektoderma u
mezenhimalnu osnovu za srce (skupina 2) i skupine s poremecajima intrakardijalnog protoka
(skupina 6) kao skupine s najve¢im brojem ispitanika usporedbom koncentracija AdoMet-a,
AdoHcy-a i metilacijskog potencijala koristenjem Wilcoxonovog testa sume rangova nije

dokazana statisticki znacajna razlika (tablica 16, slika 28).

Takoder smo usporedili koncentracije AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijski potencijal u
majki koje smo podijelili u 6 skupina s obzirom na vrstu sréane greske u njihove djece podjelom
po Clarku. Od 103 ispitanice najvise ih je u skupini 6 - 50 ispitanica (49%), zatim u skupini 2 -
36 ispitanica (35%). U ostalim skupinama nalazi se mali broj ispitanika - u skupini 1 Sest majki
(6%), u skupini 3 dvije majke (1,9%), skupini 4 ¢etiri majke (4%) te u skupini 5 dvije majke
(1,9%) dok se majka jednog novorodenceta nije mogla rasporediti niti u jednu skupinu.
Usporedbom koncentracija AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskog potencijala medu skupinama
opet se istice skupina 3 (poremecaj izvanstani¢nog matriksa). Majke ispitanika s poremecajem
izvanstani¢nog matriksa imale su nizi metilacijski potencijal u odnosu na ostale skupine, ali ne
statisticki znaCajno. Izmedu skupine majki novorodencadi s poremecajem migracije

neuroektoderma u mezenhimalnu osnovu za srce (grupa 2) i skupine s poremecajima
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intrakardijalnog protoka (skupine 6) kao skupine s najve¢im brojem ispitanika usporedbom

koncentracija AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskog potencijala koristenjem Wilcoxonovog testa

sume rangova nije dokazana statisticki znacajna razlika (tablica 17, slika 29).

Tablica 16. Koncentracija AdoMet-a, AdoHcy-a te metilacijski potencijal (MI) s obzirom na

etiopatogenetsku podjelu prirodenih sr¢anih greski prema Clarku

5. 25. 75. 95.
Skupina N Min  centila centila M centila  centila Max P df p
1 6 910 121,0 226,5 280,0 305,0 344.8 356,0
. 2 42 107,0 143,5 241,3 300,5 340,0 577,3 1040,0
-
E’ 3 2 1890 228,7 387,5 586,0 784,5 943,3 983,0
£ 188 5 0,865
B 4 4 178,0 179,4 184,8 215,5 283,3 3775 401,0
=
o
2 5 4 170,0 176,0 200,0 278,0 358,8 389,4 397,0
6 68 90,0 143,5 215,8 296,7 398,3 654,9 1050,0
1 6 16,00 22,75 55,00 92,50 98,50 105,25 107,00
2 42 22,00 27,10 54,00 69,50 103,0 140,95 211,00
3 2 85,00 88,40 102,0 119,00 136,0 149,60 153,00
- 397 5 0,554
= 4 4 36,00 38,25 47,25 56,00 66,00 78,00 81,00
IS
£ 5 4 28,00 28,15 28,75 50,50 100,75 169,75 187,00
>
[&]
I 6 68 21,00 28,10 46,00 67,00 85,75 199,30 225,00
he]
<
1 6 1,972 2,267 3,193 3,434 5,156 6,897 7,300
2 42 2,068 2,243 2,994 4,732 5,675 8,385 9,600
3 2 2224 2,434 3,274 4,324 5,375 6,215 6,425
- 0,78 5 0,978
= 4 4 3,012 3,084 3,371 4,342 5,546 6,389 6,600
5 4 2123 2,525 4,131 5,436 6,364 7,066 7,241
6 68 1,797 2,368 3,182 4,274 6,028 7,656 10,900

N — broj ispitanika, Min — najmanja vrijednost, M — medijan, Max — najve¢a vrijednost, A * _test statistika Kruskal-
Wallisovog testa, df — broj stupnjeva slobode, p — razina zna¢ajnosti, MI — metilacijski potencijal
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Slika 28. Utjecaj vrste sréane greske S obzirom na etiopatogenetsku podjelu prema Clarku na
koncentraciju AdoMet-a, AdoHcy-a te metilacijski potencijal (MI) u novorodencadi
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Tablica 17. Koncentracija AdoMet-a, AdoHcy-a te metilacijski potencijal (MI) kod majki u

ovisnosti o vrsti sr¢ane greske u njihove djece

5. 25. 75. 95.
Skupina N Min centila centila Medijan centila centila  Max x> df p
1 6 430 51,0 76,6 91,0 1025 1345 1450
_ 2 36 54,0 55,0 68,7 76,9 96,3 1454 2470
Sg' 3 2 770 775 79,5 82,0 84,5 86,5 870 542 5 0,367
\%C‘: 4 4 450 50,0 69,8 80,5 86,3 94,1 96,0
§ 5 3 1010 1016 104,0 107,0 107,0 1070 1070
6 50 12,0 54,3 71,3 80,0 96,0 1358 3020
1 6 12,00 13,03 16,33 17,00 1850 20,50 21,00
= 2 36 9,00 10,75 14,00 20,00 30,25 46,54 66,09
Sgl 3 2 24,00 24,05 24,25 2450 24,75 2495 2500 3,10 5 0,684
% 4 4 930 9,86 12,08 17,50 22,00 22,00 22,00
'§ 5 3 11,00 12550 18,50 26,00 3250 37,70 39,00
6 50 5,00 9,00 14,00 1950 27,50 4595 75,00
1 6 3583 3854 4,690 4835 5682 7,209 7,632
2 36 088 1,944 3,391 4267 5665 7,468 9,700
3 2 3,080 3107 3,216 3,353 3,489 3598 3,625
— 2,71 5 0,744
= 4 4 3773 3861 4,216 4,601 5129 5826 6,000
5 3 2,744 2881 3429 4,115 6,649 8,675 9,182
6 50 1,714 1,853 2,990 4582 5588 8,046 8,300

N — broj ispitanica, Min — najmanja vrijednost, M — medijan, Max — najveca vrijednost, X _ test statistika Kruskal-
Wallisovog testa, df — broj stupnjeva slobode, p — razina zna¢ajnosti, MI — metilacijski potencijal
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Slika 29. Koncentracija AdoMet-a, AdoHcy-a te metilacijski potencijal (MI) kod majki u

ovisnosti o vrsti sr¢ane greske u njihove djece
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5.1.9. Koncentracija S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i metilacijski potencijal

u majki novorodencadi s prirodenom sréanom greSkom u odnosu na prethodne pobacaje

Provjerili smo postoje li razlike u koncentracijama AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskog
potencijala s obzirom na prijasnje spontane pobalaje u majki. Cak 19% majki ispitanica je
prethodno imalo spontani pobacaj. Usporedbom koncentracija AdoMet-a, AdoHcy-a i
metilacijskog potencijala korisStenjem Wilcoxonovog testa sume rangova, nije dokazana
statistiCki znacajna razlika izmedu koncentracija navedenih metabolita niti statisticki znacajna

razlika u metilacijskom potencijalu (tablica 18).

Tablica 18. Razlika u koncentraciji AdoMet-a, AdoHcy-a te metilacijskom potencijalu (MI)

izmedu ispitanica S 0bzirom na prisustvo prethodnih spontanih pobacaja u majke

5. 25. 75. 95.

Pobacaj N Min centila centila M centila  centila Max w P
DA 20 55,0 56,9 68,5 80,0 97,0 103,4 110,0
T O
=3 791 0,748
-§: g NE 83 12,0 46,6 70,0 81,0 96,5 144,3 302,0
- DA 20 11,00 11,95 16,75 20,00 28,50 35,60 66,09
gs 9155 0,478
-§ g NE 83 5,00 9,00 13,00 20,00 26,00 45,60 75,00
DA 20 0,885 1,916 2,844 4510 4,915 6,215 9,182
- 684,5 0,227
= NE 83 1,310 1,865 3,421 4,545 5,826 7,989 9,700

N — broj ispitanica, Min — najmanja vrijednost, M — medijan, Max — najveca vrijednost, X _ test statistika Kruskal-
Wallisovog testa, df — broj stupnjeva slobode, p — razina zna¢ajnosti, MI — metilacijski potencijal
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5.1.10. Koncentracija S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina 1 metilacijskog
potencijala u majki novorodencadi s prirodenom sréanom greskom u odnosu na

mrtvorodene

Usporedili smo koncentracije AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskog potencijala u majki
koje su prethodno imale mrtvorodence (2/103) s koncentracijama AdoMet-a, AdoHcy-a i
metilacijskog potencijala u ostalih majki iz ispitivane skupine. Usporedbom koncentracija
AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskog potencijala koristenjem Wilcoxonovog testa sume rangova,

nije dokazana statistic¢ki znacajna razlika u tih majki u odnosu na ostale ispitanice (tablica 19).

Tablica 19. Razlika u koncentraciji AdoMet-a, AdoHcy-a te metilacijskom potencijalu (Ml)

izmedu ispitanica s obzirom na radanje mrtvorodencadi

Mrtvorodeni N Min 5. centila 25.' M 75.' 95.' Max W p
centila centila  centila
. DA 101 12,0 52,0 69,0 79,0 97,0 138,0 302,0
2 s 130 0,496
-<8E g NE 2 830 83,7 86,3 89,5 92,8 954 96,0
DA 101 5,00 9,00 14,00 20,00 27,00 45,89 75,00
>‘/-\
gs 720,495
-§ g NE 2 10,00 10,60 13,00 16,00 19,00 21,40 22,00
DA 101 0,885 1,865 3,200 4,545 5,636 7,889 9,700
- 1475 0,272
= NE 2 4,364 4,560 5,348 6,332 7,316 8,103 8,300

N — broj ispitanica, Min — najmanja vrijednost, M — medijan, Max — najveca vrijednost, X% _test statistika Kruskal-
Wallisovog testa, df — broj stupnjeva slobode, p — razina zna¢ajnosti, MI — metilacijski potencijal
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5.1.11. Koncentracija S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i metilacijski potencijal
u majki novorodenéadi s prirodenom sréanom greSkom u odnosu na postojanje drugih

potomaka s prirodenom sréanom greskom

Provjerili smo postoji li povezanost koncentracija AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskog
potencijala u majki ispitanica i postojanja drugih potomaka s prirodenom srcanom greskom.
Usporedbom koncentracija AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskog potencijala u majki ispitanica
koje su imale druge potomke s prirodenom sréanom greskom (4/103) s ostalim majkama iz
ispitivane skupine koristenjem Wilcoxonovog testa sume rangova nije dokazana statisticki
znacajna razlika (tablica 20).

Tablica 20. Razlika u koncentraciji AdoMet-a, AdoHcy-a te metilacijskom potencijalu (Ml)

izmedu ispitanica s obzirom na postojanje drugih potomaka s prirodenom sréanom greskom

Druga

N Min 5'. 25.’ M 75.’ 95.’ Max W p

djeca centila  centila centila  centila
DA

5 T 99 120 514 695 810 965 1362 2470

S =

SE NE 4 690 695 713 805 1423 2701 3020 “>° 0772
DA

. 99 500 900 1400 2000 2650 4334 75,00

T =

SE NE 4 1200 1245 1425 1600 27,75 5355 6000 oo 0798
DA

99 0,885 1,862 3,187 4,438 5608 8,008 9,700

s NE 265 0,256
4 4,235 4,355 4,834 5,392 5,796 5,906 5,933

Min — najmanja vrijednost, M — medijan, Max — najveca vrijednost, A * _ test statistika Kruskal-Wallisovog testa, df
— broj stupnjeva slobode, p — razina zna¢ajnosti, MI — metilacijski potencijal
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5.1.12. Koncentracija S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i metilacijski potencijal
u novorodencadi s prirodenom sréanom greskom u odnosu na postojanje spontanih
pobacaja, mrtvorodenih i drugih potomaka s prirodenom sréanim greskom u njihovih

majki

Provijerili smo postoje li razlike u koncentracijama AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskom
potencijalu u ispitanika s obzirom na postojanje spontanih pobacaja, mrtvorodenih i drugih
potomaka s prirodenom sréanim greskom u njihovih majki. Usporedbom koncentracija AdoMet-
a, AdoHcy-a i metilacijskog potencijala u novorodencadi ¢ije su majke imale spontane pobacaje,
mrtvorodencad i/ili imale druge potomke s prirodenom sréanom greskom koristenjem
Wilcoxonovog testa sume rangova, hije dokazana statisticki znacajna razlika (podaci nisu

prikazani).

5.1.13. Utjecaj primjene folne kiseline u prvom tromjesecju trudnoée na koncentraciju
S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i metilacijski potencijal u novorodencadi s

prirodenom sréanom greSkom

Analizirali smo medusobne odnose AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskog potencijala u
ispitivanoj skupini novorodencadi s prirodenom sréanom greskom s obzirom na majcinu
primjenu folne kiseline u prvom tromjesjec¢ju trudnoce (tablica 21 i 22, slika 30). Vec¢ina majki
ispitanica nije uzimala folnu kiselinu u prvom tromjesjecju (92/127). Samo 11% majki ispitanica
(14/127) je pocelo s primjenom folne kiseline prije zaceca i primjenjivalo je tijekom prvog
tromjesjecja, dok je 16% (21/127) majki ispitanica uzimalo folnu kiselinu, ali neadekvatno
(zapocele su s primjenom folne kiseline izmedu petog i osmog tjedna trudnoc¢e). Doza koju su
uzimale takoder je bila razlicita - veliki dio njih (18/35) uzimao je doze desetorostruko vece od
preporucenih za neriziénu populaciju (5 mg). Novorodencad majki koje nisu uzimale folnu
kiselinu imala su statisticki znacajno visi AdoMet u odnosu na novorodenc¢ad majki koja su
uzimala folnu kiselinu. Takoder su imala i vis$i AdoHcy, mada ne statisticki znacajno. No,
usporedbom metilacijskog ponencijala nije nadena statisticki znacajna razlika izmedu
novorodencadi majki koja su uzimala folnu kiselinu u prvom tromjeseCju trudnoce i

novorodencadi majki koja nisu uzimala folnu kiselinu u prvom tromjesecju trudnoce.
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Tablica 21. Utjecaj primjene folne kiseline u prvom tromjesecju trudno¢e na koncentraciju

AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijski potencijal (MI) u novorodenéadi s prirodenom sréanom

greSkom
Primjena N Min ce?{til csr?{il M ch?{il cegr?£i| Max  x* df p
DA 14 91,0 1209 2178 2570 3005 4053 5080
g % NE 92 1160 1617 2435 3140 3980 7542 10500 9,06 2 0,011
g E Neadekvatna 21 90,0 107,0 1703 2190 3080 4090 5590
DA 14 16,00 2445 4725 6300 8200 10355 112,00
g ’S'C: NE 92 21,00 27,55 50,75 6800 97,75 17875 22500 189 2 0,389
2 E Neadekvatna 21 22,00 26,00 36,00 6200 8300 111,00 222,00
DA 14 2,204 2,262 3,134 4525 5650 7,058 7,241
_ NE 92 1797 2,166 3279 4550 6,159 8445 10,900 2,09 2 0,352
= Neadekvatna 21 2,227 2,368 2979 3917 5049 6286 7,077

N — broj ispitanika, Min — najmanja vrijednost, M — medijan, Max — najveca vrijednost, A * _ test statistika Kruskal-
Wallisovog testa, df — broj stupnjeva slobode, p — razina zna¢ajnosti, MI — metilacijski potencijal

Tablica 22. Razlika u koncentraciji AdoMet-a izmedu pojedinih skupina s obzirom na primjenu

folne kiseline u prvom tromjesecju trudnoce

Usporedba grupa T p
DA - NE 1,87 0,192
2 S | DA-Neadekvatna 036 1,000
g E
< £ NE — Neadekvatna 2,73 0,021

T — Conoverova test statistika, p — razina znacajnosti, MI — metilacijski potencijal
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Slika 30. Utjecaj primjene folne kiseline u prvom tromjese¢ju trudnoc¢e na koncentraciju

AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijski potencijal (MI) u novorodencadi s prirodenom sréanom

greSkom
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5.1.14. Utjecaj primjene folne kiseline u u prvom tromjesecju trudnoée na koncentraciju
S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i metilacijski potencijal u majki

novorodencadi s prirodenom sréanom greskom

Analizirali smo i medusobne odnose AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskog potencijala u
ispitivanoj skupini majki novorodencadi s prirodenom sréanom greskom s obzirom na maj¢inu
primjenu folne kiseline u prvom tromjesecju trudnoce (tablica 23, slika 31). Usporedbom
AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskog potencijala ispitivanih skupina nije nadena statisticki
znacajna razlika izmedu majki koja su uzimala folnu kiselinu u prvom tromjese¢ju trudnoce i

majki koja nisu uzimala folnu kiselinu u prvom tromjesecju trudnoce.

Tablica 23. Utjecaj primjene folne kiseline u u prvom tromjesec¢ju trudno¢e na koncentraciju
AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijski potencijal (MI) u majki novoroden¢adi s prirodenom

sr¢anom greskom

Primjena N~ Min cer?';ila cezni)i.la M ceTwSti.Ia c::t.il Max  z*  df P
DA 17 12,0 46,4 64,0 74,0 94,0 138,7 173,6
g% NE 66 420 528 713 825 96,8 1375 3020 (g5 2 0652
S E
<< Neadekvatna 20 46,0 53,6 68,7 78,0 93,3 1356 185,0
DA 17 500 10,60 16,00 19,00 25,00 42,21 43,06
g% NE 66 8,00 9,08 13,00 20,00 31,00 5425 7500 0,26 2 0,879
< E’ Neadekvatna 20 9,00 10,90 14,00 9,50 2299 30,05 31,00
DA 17 1,31 2,15 3,61 4,11 4,91 5,62 6,57
= NE 66 0,88 1,84 2,96 4,64 5,94 8,06 9,70 108 2 0,582
Neadekvatna 20 259 2,61 3,69 4,59 5,14 6,16 9,18

N — broj ispitanica, Min — najmanja vrijednost, M — medijan, Max — najveca vrijednost, X% _test statistika Kruskal-
Wallisovog testa, df — broj stupnjeva slobode, p — razina zna¢ajnosti, MI — metilacijski potencijal
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Slika 31. Utjecaj primjene folne kiseline u prvom tromjese¢ju trudnoée na koncentraciju
AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijski potencijal (MI) u majki novorodenéadi s prirodenom

sr¢anom greskom
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5.1.15. Utjecaj primjene vitamina Bj; u prvom tromjesje¢ju trudnoée na koncentraciju
S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i metilacijski potencijal u novorodencadi s

prirodenom sréanom greSkom

Usporedili smo koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a te metilacijski potencijal u
ispitivanoj skupini novorodencadi s prirodenom sréanom greskom s obzirom na majcinu
primjenu vitamina Bj, u prvom tromjesecju trudnoce (tablica 24 i 25, slika 32). Vec¢ina majki
ispitanica nije uzimala vitamin By, u prvom tromjesjecju (110/127). Samo 5% majki ispitanica
(6/127) je pocelo s primjenom vitamina By, (u sklopu multivitaminskih preparata) prije zaceca i
primjenjivalo je tijekom prvog tromjesecja, dok je 19% (11/127) majka ispitanica uzimalo
vitamin By, ali neadekvatno (zapocele su s primjenom vitamina B, izmedu petog i osmog
tjedna trudnoc¢e). Novorodencad majki koje nisu uzimale vitamin By, imala su visi AdoMet i
AdoHcy u odnosu na novorodenc¢ad majki koja su uzimala vitamin By, ali ne na razini statisticke
znacajnosti. Usporedbom metilacijskog potencijala takoder nije nadena statisticki znacajna
razlika izmedu novorodencadi majki koje su uzimala vitamin B, u prvom tromjesecju trudnoce i

novorodencadi majki koja nisu uzimala vitamin Bi, u prvom tromjesecju trudnoce.
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Tablica 24. Utjecaj primjene vitamina Bj, u prvom tromjesecju trudnoée na koncentraciju

AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijski potencijal (MI) u novorodenéadi s prirodenom sréanom

greSkom
Primjena N cer51t.ila ceistilla ce7n?cilla ce?ii.la Max  x*  df P
DA 6 189,0 202,0 2413 246,5 287,0 300,5 301,0
g% NE 110 90,0 1453 238,5 306,5 365,0 650,7 10500 6,49 2 0,039
2 ‘% Neadekvatna 11 107,0  124,0 161,2 196,0 297,0 452,5 559,0
DA 6 44,00 46,50 56,25 63,00 79,50 88,00 89,00
g% NE 110 16,00 27,45 48,25 68,00 97,00 170,85 22500 191 2 0,384
2 E’ Neadekvatna 11 22,00 24,00 34,00 49,00 79,74 155,00 222,00
DA 6 2,224 2,345 3,027 4,392 5,325 5,528 5,537
5 NE 110 1,797 2,219 3,156 4,359 6,054 8,265 10,900 0,65 2 0,722
Neadekvatna 11 2,227 2,358 2,982 4,343 5,402 6,681 7,077

N — broj ispitanika, Min — najmanja vrijednost, M — medijan, Max — najveca vrijednost, x*

Wallisovog testa, df — broj stupnjeva slobode, p — razina zna¢ajnosti, MI — metilacijski potencijal

— test statistika Kruskal-

Tablica 25. Razlika u koncentraciji AdoMet-a izmedu pojedinih skupina s obzirom na primjenu

vitamina By, u u prvom tromjesecju trudnoce

Usporedba grupa T p
DA _ NE 1,38 0,509
2 S | DA-Neadekvana 028 1,000
gE
< £ | NE - Neadekvatna 229 0,072

T — Conoverova test statistika, p — razina znacajnosti, MI — metilacijski potencijal
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Slika 32. Utjecaj primjene vitamina Bi, u u prvom tromjese¢ju trudno¢e na koncentraciju
AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijski potencijal (MI) u novorodencadi s prirodenom sréanom

greSkom
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5.1.16. Utjecaj primjene vitamina Bi; u u prvom tromjeseju trudnoce na koncentraciju
S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i metilacijski potencijal u majki

novorodencadi s prirodenom sréanom greskom

Analizirali smo koncentracije AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijski potencijal u ispitivanoj
skupini majki novorodenc¢adi s prirodenom srcanom greskom s obzirom na maj¢inu primjenu
vitamina Bj, u prvom tromjesecju trudnoce (tablica 26, slika 33). Usporedbom AdoMet-a,
AdoHcy-a i metilacijskog potencijala ispitivanih skupina nije nadena statisticki znacajna razlika
izmedu majki koje su uzimala vitamin B, u prvom tromjese¢ju trudnoce i majki koja nisu

uzimala vitamin B, u prvom tromjesecju trudnoce.

Tablica 26. Utjecaj primjene vitamina B, u prvom tromjeseéju trudnoce na koncentraciju
AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijski potencijal (MI) u majki novorodencadi s prirodenom

sr¢anom greskom

5. 25. 75. 95. -

Primjena N~ Min centila  centila M centila  centila Max af P
DA 9 55,0 55,0 59,0 70,0 94,0 115,6 130,0
%% NE 83 120 466 695 81,0 965 1378 3020 245 2 0,293
2 E Neadekvatna 11 570 655 76,5 82,0 1055 159,0 185,0
DA 9 12,00 12,40 18,00 20,00 25,00 38,80 42,00
g%\ NE 83 500 9,00 13,00 19,00 27,50 45,99 75,00 1,04 2 0,595
< E/ Neadekvatna 11 11,00 13,00 18,50 22,00 26,00 30,50 31,00
DA 9 1,310 1,730 3,200 3,824 4947 5320 5,385
< NE 83 0,885 1,865 3,281 4619 5826 7,989 9,700 1,08 2 0,583
Neadekvatna 11 2,591 2,815 3,683 4,167 5,158 7,575 9,182

N — broj ispitanica, Min — najmanja vrijednost, M — medijan, Max — najveéa vrijednost, X% test statistika
Kruskal-Wallisovog testa, df — broj stupnjeva slobode, p — razina zna¢ajnosti, MI — metilacijski potencijal
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Slika 33. Utjecaj primjene vitamina B, u u prvom tromjese¢ju trudnoce na koncentraciju
AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijski potencijal (MI) u majki novorodenéadi s prirodenom

sr¢anom greskom
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5.2. POLIMORFIZMI GENA ACHY U NOVORODENCADI S PRIROPENOM
SRCANOM GRESKOM I NJIHOVIH MAJKI

5.2.1. Uclestalost polimorfizama rs13043752 (112C>T) i rs41301825 (377G>A) gena AHCY

u ispitivanim skupinama

Kvaliteta genomske DNA izdvojene iz pune krvi zadovoljila je kriterij kvalitete za
daljnju analizu u 116 novorodencadi s prirodenom sr¢anom greSkom i u 94 majki novorodencadi

S prirodenom sr¢anom greskom.

U petero novorodencadi s prirodenom sréanom greskom (5/116) i u cetiri majke
novorodencadi s prirodenom sr¢anom greskom (4/94) otkriven je polimorfizam rs13043752
(112C>T) u heterozigotnom obliku, dok polimorfizam rs41301825 (377G>A) nije otkriven niti u
jednog ispitanika i ispitanice. S obzirom na to da je incidencija polimorfizma rs13043752 u
populaciji zdravih osoba u Republici Hrvatskoj 3,2%, a polimorfizma rs41301825 0,6% (158),
egzaktnim binomnim testom nije dokazana statisticki znacajna razlika (P<0.05) niti u ispitivanoj
skupini novorodencadi niti u ispitivanoj skupini majki u odnosu na opéu populaciju. Uzevsi u
obzir pojedinac¢nu incidenciju, ucestalost polimorfizma rs13043752 u populaciji novorodencadi
(5 od 116; p=4,4%; 95%CI =1,4-9,9 %) se statisticki znac¢ajno ne razlikuje od pojavnosti u u
populaciji zdravih osoba u Republici Hrvatskoj (P=0,419). Uc¢estalost polimorfizma rs13043752
u populaciji majki (4 od 94; p 4,3%; 95%CI=1,2-10,5%) se takoder statisticki znacajno ne
razlikuje od pojavnosti SAHH-2 u populaciji Hrvata (P=0,548). Kako polimorfizam rs41301825
nije otkriven niti u jednog novorodenceta s prirodenom sr¢anom greskom niti u njihovih majki
(p=0,0%; 95%CI =0,0-3,1%), ucestalost u obje skupine se statisticki znac¢ajno ne razlikuje od

pojavnosti u u populaciji zdravih osoba u Republici Hrvatskoj (p=1,000).
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Slika 34. Kromatogram ispitanika koji je heterozigot za polimorfizam ¢.112 C>T (rs13043752) u

egzonu 2, smjer 3' - 5. Zamjena nukleotida je oznac¢ena strelicom

| “ ‘1 ‘ “; 1‘ ﬂ | ‘\ "
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)) \ ‘ / l\ |
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5.2.2. Utjecaj polimorfizama rs13043752 (112 C>T) gena AHCY na koncentraciju

140

S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i metilacijski indeks u ispitivanim skupinama

Analizirali smo i medusobne odnose AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskog potencijala u
ispitivanim skupinama s obzirom prisustvo polimorfizma rs13043752 (tablica 27 i 28, slika 35 i
36). Usporedbom koncentracija AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskog potencijala koristenjem
Wilcoxonovog testa sume rangova, nije dokazana statisti¢ki znacajna razlika u koncentracijama
navedenih metabolita i metilacijskom potencijalu medu ispitanika koji imaju polimorfizam
rs13043752 i ostalih ispitanika.

No, u skupini novorodencadi (tablica 27, slika 35) nazire se trend visSeg AdoMet-a u
ispitanika koji imaju izoformu SAHH-2 u odnosu na ispitanike s izoformom SAHH-1 (medijan
359 nmol/L u ispitanika sa SAHH-2 izoformom u odnosu na 287,5 nmol/L u ispitanika sa
SAHH-1 izoformom) te trend viSeg metilacijskog potencijala (5,049 u ispitanika sa SAHH-2

izoformom u odnosu na 4,33 u ispitanika sa SAHH-1 izoformom).
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Tablica 27. Usporedba koncentracija AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskog potencijala izmedu

novorodencadi s prirodenom sréanom greskom s izoformama SAHH-1i SAHH-2

5. 25. 75. 95.

lzoforma N Min centila  centila M centila centila Max w p
N SAHH-1 111 90,0 1453 2193 2875 3555 580,8 1050,0
S S 1770 0,181
-§: £ SAHH-2 5 2650 2736 3080 359,0 409,0 4154 417,0

SAHH-1 111 21,00 26,45 46,00 67,00 96,25 170,85 225,0
> 2410 0,646
< g SAHH-2 5 49,00 53,40 71,00 75,00 81,00 87,40 89,0
S

SAHH-1 111 1,797 2,211 3,132 4,330 5,985 7,965 10,9
— 229,0 0,533
= SAHH-2 5 3533 3,767 4,700 5049 5100 6,049 6,28

N — broj ispitanika, Min — najmanja vrijednost, M — medijan, Max — najveca vrijednost, A * _ test statistika Kruskal-
Wallisovog testa, df — broj stupnjeva slobode, p — razina zna¢ajnosti, MI — metilacijski potencijal
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Slika 35. Usporedba koncentracija AdoMet-a (A), AdoHcy-a (B) i metilacijskog potencijala

(MI) (C) izmedu novorodencadi s prirodenom sréanom greSkom s izoformama SAHH-1 i
SAHH-2
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U skupini majki (tablica 28, slika 36) nazire se trend viSeg AdoHcy-a u ispitanica koje
imaju izoformu SAHH-2 u odnosu na ispitanice s izoformom SAHH-1 (medijan 28 nmol/L u
ispitanica sa SAHH-2 izoformomom u odnosu na 19 nmol/L u ispitanica sa SAHH-1
izoformomom) te trend nizeg metilacijskog potencijala (3,39 u ispitanica sa SAHH-2

izoformomom u odnosu na 4,58 u ispitanica sa SAHH-1 izoformomom).
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Tablica 28. Usporedba koncentracija AdoMet-a (nmol/L), AdoHcy-a (nmol/L) i metilacijskog

potencijala izmedu majki novorodencadi s prirodenom sréanom greskom s izoformama SAHH-1

i SAHH-2
25. 75. 95.

Izoforma N Min 5. centila centila M centila  centila  Max w p
SAHH-1 90 12,0 46,4 70,0 81,5 96,0 137,9 302,0

AdoMet 1715 0,886
SAHH-2 4 60,0 62,1 70,5 75,5 104,0 168,8 185,0
SAHH-1 90 5,00 9,00 14,00 19,00 27,75 45,74 75,00

AdoHcy 925 0,145
SAHH-2 4 20,00 20,75 23,75 28,00 32,00 34,40 35,00
SAHH-1 90 0,885 1,874 3264 4582 5801 7,994 9,182

Ml 2140 0,310
SAHH-2 4 1,714 1,919 2,739 3,390 4,267 5,628 5,968

N- broj ispitanica, Min — najmanja vrijednost, M — medijan, Max — najveca vrijednost, A * _ test statistika Kruskal-
Wallisovog testa, df — broj stupnjeva slobode, p — razina zna¢ajnosti, MI — metilacijski potencijal

Slika 36. Usporedba koncentracija AdoMet-a (A), AdoHcy-a (B) i metilacijskog potencijala

(M1) (C) izmedu majki novorodencadi s prirodenom sréanom greSkom s izoformama SAHH-1 i

SAHH-2
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5.2.3. Dodatne mutacije otkrivene ispitivanjem polimorfizma gena AHCY

U jednog ispitanika nadena je mutacija kodona 49 u egzonu 2 u heterozigotnom oblikuu
kojoj je na 145. polozaju citozin zamijenjen timinom (c.145C>T) (slika 37). U navedenog
ispitanika koji je bolovao od VSD-a AdoMet je u trecem danu zivota iznosio 328 nmol/L
(medijan za prvi tjedan zivota u ispitanika iznosi 328 nmol/L), AdoHcy 95 nmol/l (medijan za
prvi tjedan Zivota u ispitanika iznosi 81 nmol/L), dok je Ml iznosio 3,45 (za prvi tjedan Zivota u
ispitanika iznosi 4,18). Iz navedenog je vidljivo da nema znacajnih odstupanja mjerenih
metabolita i njihovog omjera u ispitanika s navedenom mutacijom u odnosu na ispitivanu

skupinu.

Vugrek 1 suradnici su 2009. godine (43) u€inili funkcionalnu analizu proteina nastalog
mutacijom p.49A>C te dokazali da ona u homozigotnom obliku znac¢ajno reducira aktivnost
enzima SAHH. Navedeni mutirani protein formira disulfidne veze te potie stvaranje
makromolekulskih struktura ¢ija je kataliticka aktivnost iznosi samo 6,9% kataliticke aktivnosti
divljeg tipa proteina. Moguce je da je u naseg ispitanika koji je heterozigot za navedenu mutaciju
aktivnost enzima SAHH djelomi¢no reducirana §to je rezultiralo povisenim vrijednostima i
AdoMet-a i AdoHcy-a u odnosu na referentnu skupinu te smanjenim metilacijskim potencijalom,
no razlike u odnosu na ostale ispitanike ne postoje.

Slika 37. Kromatogram ispitanika koji je heterozigot za mutaciju ¢.145C>T (rs13043752) u

egzonu 2, smjer 3' - 5. Zamjena nukleotida je oznacena strelicom

G130
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6. RASPRAVA

Na pocetku istrazivanja pretpostavljeno je da poremecaj metilacije doprinosi patogenezi
srcanih gresaka. U prilog tome govore istrazivanja Kapuste, Verkleij-Hagoorta i Hobbs
(24,25,101) koja su dokazala povezanost povisene koncentracije homocisteina u plazmi majki i
pojavnosti prirodene sréane greske. No, upitno je je li povisena koncentracija homocisteina u
plazmi majki ¢imbenik rizika za pojavu prirodene sréane greske ili je veca pojavnost prirodene
srcane greske posljedica nakupljanja prethodnika homocisteina u metabolizmu metionina. Stoga
smo odredivali koncentracije AdoMet-a, AdoHcy-a i1 metilacijski potencijal u novorodencadi S
prirodenim sr¢anim greskama i njihovih majki i usporedivali ih s koncentracijama navedenih

metabolita u referentnim skupinama.

Istrazivanje je trebalo biti provedeno na 100 parova novorodencadi s prirodenom
sr¢anom greskom i njihovih majki, no realno je broj ispitanika bio vec¢i (127 novorodencadi, 103
majke) budu¢i da neke majke u trenutku uzimanja uzorka vise nisu zadovoljavale ulazne kriterije
ili nisu bile u mogu¢nosti dati uzorak krvi. Uzorak krvi uzimali smo novorodencadi tijekom
prvih 28 dana zivota, ali ipak sto blize trenutku poroda (nakon dobivanja pristanaka od strane
roditelja) kako bi dobiven rezultati sto vise oslikavali perikoncepcijske uvjete. U zelji da
dobiveni rezultati budu sto bolja preslika stanja u perikoncepcijskom razdoblju, majkama se
uzimao uzorak krvi izmedu Sestog tjedna i kraja prve godine djetetovog zivota (najveci dio
uzoraka je uzet izmedu Sestog i dvanaestog tjedna zivota djeteta). Naime, dokazano je da se
koncentracija folata i vitamina By, smanjuje tijekom trudnoce, no Sest tjedana nakon poroda biva
ista kao u perikoncepcijskom razdoblju ukoliko majka nije znacajno mijenjala svoje zivotne
navike (pusenje, prehrana, alkohol) (168). Koncentracija homocisteina se tijekom druga dva
tromjesjecja trudnoce postupno smanjuje, da bi nakon poroda bila minimalno povecéana u odnosu
na perikoncepcijske koncentracije. lako postoje spoznaje da zivotna dob takoder utjece na
koncentracije homocisteina, folne kiselina i vitamina Bz, one se ne bi se trebale mijenjati u
periodu od jedne do dvije godine (169). Na taj nacin bi koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a u
razdoblju od Sest tjedana do godine dana nakon poroda trebale oslikavati stanje u
perikoncepcijskom razdoblju kada se embriogeneza i dogada. Anterogradno ispitivanje na

majkama u Hrvatskoj je gotovo nemoguce s obzirom na godisnji broj poroda i pojavnost
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prirodene sréane greske: naime, bilo bi potrebno uzeti uzorak krvi svakoj trudnici tijekom 18
mjeseci kako bi se skupila skupina od stotinjak majki novorodencadi koja boluju od prirodene

sréane greske i zadovoljavaju ulazne kriterije.

Nasi rezultati potkrepljuju pretpostavku da su poremecaji metilacije jedan od ¢imbenika
koji mogu doprinjeti vecoj pojavnosti prirodenih sr¢anih gresaka. Naime, i u novorodencadi s
prirodenom sréanom greskom i u njihovih majki postoje statisticki znacajna odstupanja
koncentracija AdoMet-a i/ili AdoHcy-a u plazmi te metilacijskog potencijala u odnosu na

referentnu skupinu.

6.1. POREMECAJ METILACIJE U MAJKI NOVORODPENCADI S PRIRODPENIM
SRCANIM GRESKAMA

6.1.1. Koncentracije S-adenozilmetionina i S-adenozilhomocisteina te metilacijski
potencijal u majki novorodenc¢adi s prirodenim sréanim greskama u odnosu na referentnu

skupinu

U majki novorodencadi s prirodenim sréanim greskama nasli smo statisti¢ki znacajno
povisenu koncentraciju AdoHcy-a u odnosu na referentnu skupinu (P<0,001). Takoder smo
utvrdili statisticki znacajno nizi metilacijski potencijal u odnosu na referentnu skupinu (P<
0,001). Cak 30% ispitanica (34/103) imalo je koncentraciju AdoHcy-a iznad gornje granice
referentnih vrijednosti, dok je 39% ispitanica (40/103) imalo metilacijski potencijal nizi od donje
granice referentnih vrijednosti. Dodatno, oko 10% ispitanica imalo je i znacajno vise
koncentracije AdoMet-a (uz povisene koncentracije AdoHcy-a) u odnosu na zdrave zene
reproduktivne dobi iz referentne skupine, kao i u odnosu na vecinu ispitanica ukljucenih u

istrazivanje.

Koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a u majki djece s prirodenom sréanom greskom do
sad su analizirali Hobbs i suradnici (101), Obermann-Borst i suradnici (104) te Alsayed i
suradnici (105), ali u znacajno drugacijim uvjetima od nasih. Kao $to je ve¢ navedeno, u nasem

je istrazivanju vrijeme od trenutka razvoja srca (prvo tromjesecje trudnoce) do trenutka uzimanja
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uzoraka svedeno na minimum s obzirom da su se uzorci novorodencéadi s prirodenom sréanom
greSkom uzimali u prva Cetiri tjedna Zivota (medijan Sest i pol dana), a uzorci majki navedene
novorodencadi uglavnom izmedu Sestog i dvanaestog tjedna zivota. U navedenim istraZivanjima
od trenutka embriogeneze do trenutka uzimanja uzoraka majkama djece s prirodenom sr¢anom
greSkom proteklo je dvije do osam godina te nije moguce sa sigurnos$cu tvrditi da ispitanice nisu
promijenile neke od vaznih navika (npr. puSenje, alkohol, prehrana) koje mogu utjecati na

koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a u plazmi.

Rezultati istrazivanja Obermann-Borsta i Alsayeda u znacajnom su nesuglasju s nasim.
Naime, u istrazivanju Obermann-Borsta provedenog u majki novorodencadi s prirodenim
srcanim greskama prosjecno sedamnaest mjeseci nakon poroda (N=179) nije bilo statisticki
znacajne razlike u koncentracijama AdoMet-a i AdoHcy-a te u metilacijskom potencijalu u
odnosu na kontrolnu skupinu, dok je u studiji Alayeda i suradnika koje je ukljuc¢ivalo majke s
prirodenim sré¢anim greskama (N=80) i njihovu djecu (N=50) prosjecne dobi Sesnaest mjeseci
koncentracija AdoHcy-a u majki bila ¢ak niza (iako ne statisticki znacajno), a metilacijski

potencijal visi u odnosu na kontrolnu skupinu.

S druge strane, rezultati istrazivanja Charlotte Hobbs i suradnika (101) pokrepljuju nase
rezultate. Hobbs i suradnici proveli su veliko istrazivanje koje je obuhvacalo majke djece s
prirodenim sréanim greskama, s tim da vrijeme od zavrsetka trudnoce (bilo porodom, bilo
spontanim ili namjernim pobacajem) do uzimanja uzorka krvi majke nije bilo definirano (od
poroda do punih Sest godina zivota djeteta). Skupina ispitanica nije se razlikovala od nase; u
istrazivanje je bilo ukljuceno 224 majki novorodencadi koje su imali malformacije sréanog
septuma, konotrunkalne malformacije te sindrom hipoplasti¢nog lijevog ili desnog srca, a
isklju¢ene su majke djece koja su uz sréanu gresku imale i kromosomsku anomaliju, poznatu
monogensku nasljednu bolest ili poznati sindrom. Istrazivanje je pokazalo da je koncentracija
tHcy u plazmi ispitanica bila u 31,7% slucajeva iznad 95. centile koncentracije tHcy u kontrola.
13,5% ispitanica imalo je koncentraciju AdoHcy-a iznad 95. centile koncentracije AdoHcy-a u
kontrola. U naSem istrazivanju koncentracije AdoHcy-a vise od gornje granice referentnog
raspona u ispitivanoj skupini je imalo 33% (34/103), a u referentnoj skupini samo 4% (2/47)

ispitanica. Metilacijski potencijal u istrazivanju Charlotte Hobbs i suradnika bio je 1,4 puta nizi u
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odnosu na kontrolnu skupinu (2,67 naprama 3,72), dok je u naSem istrazivanju bio 1,22 puta nizi

u odnosu na referentnu skupinu (4,54 naprama 5,54).

Mogu¢i razlog povecanja koncentracije AdoHcy-a u plazmi majki novorodencadi s
prirodenim sréanim greSkama uklju¢uje manjak vitamina By, i folne kiseline. lako se odavno zna
da majke koje perikoncepcijski uzimaju dodatno folnu kiselinu i vitamin B, imaju znacajno
manyji rizik od pojave rascjepa neuralne cijevi, rascjepa usne i nepca i prirodene sréane greske u
potomaka, u danasnje vrijeme kad se vrSi prevencija pojave kongenitalnih malformacija
uzimanjem folne Kkiseline ovaj bi razlog trebao biti sve manje prisutan. Nazalost, naSe
istrazivanje pokazalo je da je dodatna perikoncepcijska primjena folne kiseline i vitamina B, U
nasih ispitanica bila uglavnom neadekvatna ili je nije bilo. U ostalim, prije navedenim
istrazivanjima (94,104,105) izmjerene su koncentracije navedenih metabolita i nije bilo
statisticki znacajne razlike izmedu koncentracije vitamina Bj, i folne kiseline u ispitanica i
kontrola. Tako mi nismo mjerili navedene metabolite i ne mozemo znati kakve su njihove
koncentracije u plazmi naSih ispitanica, nismo nasli statistiCki znacajnu razliku u
koncentracijama AdoMet-a i AdoHcy-a te u metilacijskom potencijalu izmedu ispitanica koje su
uzimale i onih koje nisu perikoncepcijski uzimale nadoknadu folne Kiseline i vitamina B, tako
da to vjerojatno nije primarni razlog metilacijskog poremecaja u nasoj skupini ispitanica. No, S
obzirom na mali broj ispitanica koje su perikoncepcijski adekvatno uzimale folnu kiselinu i
vitamin Bj,, ne mozemo tvrditi sa sigurno$¢u da ne rezultati ne bi bili drugaciji na ve¢em broju

ispitanica.

6.1.2. Kako smanjeni metilacijski potencijal i  povisena  koncentracija

S-adenozilhomocisteina u majke djeluje pojavu prirodene sréane greske u potomaka?

U skupini ispitavanih majki novorodencadi s prirodenom sréanom greSkom dokazali smo
statisticki znacajnu viSu koncentraciju AdoHcy-a i statisti¢ki znac¢ajan nizi metilacijski potencijal
u odnosu na referentnu skupinu $to upucuje da bi poviSena koncentracija AdoHcy-a i snizeni
metilacijski potencijal u trudnica mogli biti ¢cimbenik koji poveéava rizik za nastanak prirodene

srcane greske.
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Nizi metilacijski potencijal u naSoj ispitivanoj skupini majki upuéuje na promjenu
procesa metilacije u stanici. U uvodu je detaljno opisan mehanizam putem kojeg bi reducirani
metilacijski potencijal mogao utjecati na stani¢ne mehanizme (65-80). No, vrlo je vjerojatno da i
koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a, a ne samo njihov medusoban odnos, utjeCu na odrzavanje

ravnoteze procesa metilacije unutar stanice.

Iako je vecina ispitanica imala uredne koncentracije AdoMet-a, visoke koncentracije
AdoHcy-a i posljedi¢no snizen metilacijski potencijal, izdvaja se Sest ispitanica koje su imale uz
poviSen AdoHcy i vise koncentracije AdoMet-a te posljedi¢no uredan metilacijski potencijal.
Iako su ispitanice imale uredan metilacijski potencijal, moguée je da koncentracija AdoHcy-a u
stanici bila dovoljno visoka utjece na odredene bioloSke procese unutar stanice ili da inhibira

neku od metiltransferaza koje ovise 0 AdoHcy-u.

Iako nije poznato Stetno djelovanje visokih koncentracija AdoHcy-a na razvoj srca, zna
se da iste Stetno djeluju na mozak i jetru. Naime u nizu istrazivanja na hepati¢nim stani¢nim
linijjama i stani¢nim linijjama mikroglije uoc¢eno je da visoke koncentracije AdoHcy-a povecavaju
stani¢nu citotoksi¢nost i uzrokuju ostec¢enje DNA putem hipometilacije DNA (172,173). Takoder
je u intestinalnim humanim stanicama i mis§jim endotelnim stanicama dokazano o dozi AdoHcy-a
ovisno oste¢enje DNA i inhibicija DNA popravka, ponajprije zbog neodgovarajué¢eg ugradivanja
uracila (174).

U prilog nepovoljnom djelovanju AdoHcy-a usprkos urednom metilacijskom potencijalu
govori istrazivanje Capdevile i suradnika koji su dokazali da je egzokrina funkcija stanica
guserae u misa znacajno naruSena s poviSenjem koncentracije AdoHcy-a, a uz normalan

metilacijski potencijal (175).

Neke su metiltransferaze posebno osjeljive na AdoHcy te su snaznije inhibirane s
porastom koncentracije AdoHcy, bez postojanja promjene u metilacijskom potencijalu (176).
Medu njih pripadaju DNA (citozin-5)-metiltransferaza (E.C.2.1.137), katehol O-metiltransferaza
(E.C.2.1.1.6), fosfatidiletanolamin N-metiltransferaza (E.C.2.1.1.17), histonlizin N-metil-
transferaza (E.C.2.1.1.43), tRNA i mRNA metiltransferaze, acetilserotonin O-metiltransferaze
(E.C.2.1.1.4) te histamin N-metiltransferaza (E.C.2.1.1.8). Posljedice inhibicije ovih
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metiltransferaza su sveobuhvatne i ukljuc¢uju demijelinizaciju srediSnjeg ZivCanog sustava,
smanjenu sintezu neurotransmitora, smanjenu kemotaksiju i fagocitozu makrofaga, promijenjen
fosfolipidni sastav membrane stanica, promjenjenu gensku ekspresiju i stani¢nu diferencijaciju te

je moguce da pridonose nastanku prirodenih sréanih gresaka (176).

Poviseni unutarstani¢éni AdoHcy u normalnim uvjetima dovodi do pojacane aktivnosti
CBS-a kako bi se sprijecilo poja¢ano nakupljanje AdoHcy-a i Hcy-a. CBS je eksprimiran u jetri,
gusteraci, bubregu 1 mozgu, dok su ostala tkiva u kojima nema tog enzima (ukljucujuéi i srce),
podloznija toksiénim ucincima nakupljenog Hcy-a i AdoHcy-a (177), inhibiciji DNA
metiltransfraza i pridruzenim poremecajima u ekspresiji gena. U prilog ¢injenici da ponajprije
nakupljanje AdoHcy-a, a ne metilacijski potencijal djeluje toksi¢no ide i istrazivanje Caudilla i
suradnika (177) koji su procjenjivali tkivno specificnu DNA-metilaciju u misa heterozigotnog za
CBS. Istrazivanje je pokazalo znacajnu Kkorelaciju izmedu koncentracije AdoHcy-a i
hipometilacije DNA u jetri, bubregu, mozgu i testisima CBS heterozigotnog misa u odnosu na
kontrolu, dok je korelacija izmedu metilacijskog potencijala i hipometilacije DNA bila puno

slabije izrazena.

Moguce je da je toksi¢no djelovanje visokih koncentracija AdoHcy-a sinergisticki
pojacano toksi¢nim djelovanjem visokih koncentracija homocisteina. Naveli smo ve¢ prije niz
istrazivanja u kojima koja su dokazali povezanost povisene koncentracije homocisteina u plazmi
majki i pojavnosti prirodene sréane greske (24,25,101). Visoke koncentracije homocisteina mogu
biti ne samo posljedica poremecaja metilacije, ve¢ i pojacanog oksidativnog stresa zbog
smanjenog antioksidacijskog mehanizma ovisnog o glutationu (102). Naime, u majki djece sa
sr¢anim greSkama u istraZivanju Hobbs i suradnika iz 2005. godine (102) nadene su sniZene
koncentracije vitamina Bg, reduciranog glutationa (GSH) i cisteina te poviSene koncentracije
oksidiranog glutationa (GSSG) $to govori u prilog u¢inka kroni¢nog oksidativnog stresa u majke

na pojavu prirodene sréane greske u novorodenceta.
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6.2. POREMECAJ METILACIJE U NOVORODPENCADI S PRIRODPENIM
SRCANIM GRESKAMA

6.2.1. Koncentracije S-adenozilmetionina i S-adenozilhomocisteina te metilacijski
potencijal u novorodencadi s prirodenim sréanim greSkama u odnosu na referentnu

skupinu

U novorodencadi s prirodenom sréanom greSkom nismo, za razliku od njihovih majki,
nasli povecane koncentracije AdoHcy-a u plazmi i posljedi¢no snizeni metilacijski potencijal.
Dapace, u novorodencadi Smo u odnosu na referentnu skupinu ustanovili statisticki zna¢ajno visu
koncentraciju AdoMet-a; medijan za AdoMet je bio 1,57 puta veci u ispitanika u odnosu na
referentnu skupinu. S druge strane koncentracije AdoHcy-a u plazmi ispitanika nisu se zna¢ajno
razlikovale u odnosu na referentnu skupinu. Posljedi¢no je i metilacijski potencijal u skupini
novorodencadi s prirodenom sr¢anom greskom bio statisticki znacajno veé¢i u odnosu na

referentnu skupinu.

Opravdano je zapitati se je li statisti¢ki znac¢ajno visi medijan AdoMet-a u novorodencadi
s prirodenom sréanom greSkom u odnosu na referentnu skupinu u odredenoj mjeri i posljedica
razli¢itog nadina prehrane medu skupinama. Naime, velik je broj novorodencadi s prirodenom
sréanom greSkom u trenutku uzimanja uzorka bio na djelomi¢noj ili potpunoj parenteralnoj
prehrani. Pitanje je je li takav nacin prehrane pridonio pove¢anom unosu metionina U 0dnosu na
referentnu skupinu, a povecani unos metionina doveo do porasta koncentracije AdoMet-a. No, u
novorodencadi s prirodenom sréanom greskom se u prosjeku unosilo oko 2 do 2,5 g/kg/d
proteina putem 10%-tne otopine aminokiselina Aminoven Infant (3,12 g metionina na 1000 ml)
te je prosje¢ni unos metionina U ovoj skupini iznosio oko 60 do 80 mg/kg/d. Median dobi
referentne skupine u trenutku uzimanja uzorka bio je puna tri dana Zivota. Za predmnijevati je da
je enteralni unos u tom trenu bio oko 300 do 400 ml dnevno, bilo majé¢ina mlijeka (213 do 287
mg metionina na 1000 ml) (178), bilo adaptiranog mlije¢nog pripravka za novorodence (npr.
Aptamil 261 mg metionina na 1000 ml) te iznosio oko 95 mg/kg/d (74-115 mg/kg/d) metionina.
Takoder je poznato da je iskoristivost enteralno uneSenog metionina oko 69% (179) te se moze
zakljuciti da je dnevni unos metionina u ispitivanoj skupini bio minimalno visi u odnosu na

dnevni unos u referentne skupine. Inace, prosjeCan unos metionina u novorodenceta hranjenog
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adaptiranim mlije¢nim pripravkom iznosi 73 do 119 mg/kg/d (180), dok je ve¢ svakodnevni
enteralni unos metionina ve¢i od 125 mg/kg/d u odredene novorodencadi i dojencadi doveo do
hipermetioninemije praene homocisteinemijom i neuroloskim simptomima tipi¢nim za
hipermetioninemiju bez obzira na njezin uzrok (180). Parenteralni unos metionina od 115
mg/kg/d u istom istrazivanju nije doveo do povecanja koncentracije metionina u plazmi iznad
gornje granice referentnih vrijednosti (referentne vrijednosti naseg laboratorija u novorodenackoj
dobi iznose 15 do 35 pumol/L). Unos metionina u skupini novorodencadi s prirodenom sréanom

greSkom U naSem istrazivanju prema nasim spoznajama nije prelazio 80 mg/kg/d.

Osim toga, u prva tri dana zivota novorodence je zbog moguénosti malog enteralnog
unosa koji rezultira gubitkom do 10% rodne mase u stanju katabolizma. Dokazano je da stanje
katabolizma samo po sebi uzrokuje blago poveéanje koncentracije AdoMet-a. Bolesnici s teSkim
opeklinama imali su vi§i AdoMet tijekom potpune parenteralne prehrane, ali je on ostao povisen
i nakon uvodenja potpune enteralne prehrane (181). U tih pacijenata nadena je povecana
transmetilacija i transulfuracija metionina. Gladovanje kao proces koji takoder dovodi do
katabolizma proteina takoder uzrokuje povecanje koncentracije AdoMet-a u plazmi. Kalhan i
suradnici su 2011. godine pokazali da je u Stakora izlozenog gladovanju brzina pojavljivanja
metionina u plazmi mjerena tragasem *3C,’Hs bila statisticki znacajno visa u odnosu na $takora
koji ne gladuje sugerirajuci povecanu transmetilaciju metionina (182). U istih zivotinja izmjerene
su i povecane koncentracije AdoMet-a (iako ne statisticki znacajno), nize koncentracije AdoHcy-
a te statisticki znacajno visi metilacijski potencijal u odnosu na zivotinje koje nisu bile izlozene
niskoproteinskoj dijeti. Semmler i suradnici pokazali da i kataboli¢ka stanja poput sepse u misa
takoder dovode do statisticki znacajno viseg AdoMet-a u plazmi te statisticki znacajnog
povecanja metilacijskog potencijala (183).

Stoga je moguce tvrditi da se usprkos priblizno 1,1 puta viSem unosu metionina u skupine
novorodencadi s prirodenim sré¢anim greskama u odnosu na referentnu skupinu koncentracije
AdoMet-a mogu usporedivati te da je 1,57 puta ve¢i medijan AdoMet-a u odnosu na referentnu
skupinu realan nalaz. U prilog toj €injenici ide i1 spoznaja da u ispitivanoj skupini nisu nadene
znaajno povecane koncentracije metionina u odnosu na zdravu novorodencad (koncentracije
metionina odredivane su u sklopu obvezatnog novorodenackog probira na metabolicke bolesti u

50 od 127 ispitanika). Takoder, u ispitane skupine koncentracije AdoHcy-a su bile niZe u odnosu
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na referentnu skupinu (iako ne statisticki znacajno), dok je za ocekivati da bi bile poviSene
ukoliko bi razlog za povecanje koncentracije AdoMet-a bila hipermetionemija uzrokovana

povecanim parenteralnim unosom metionina.

Kao potvrda Cinjenice da je AdoMet u plazmi doista povisen u ovih ispitanika govore i
koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a ucinjene naknadno u ispitanika s inicijalno izrazito visokim
koncentracijama navedenih metabolita. Naime, u petero novorodencadi s prirodenom sréanom
greskom izmjeren je AdoMet vise nego dvostruko visi (od 706 do 1050 nmol/L) od maksimalnog
izmjerenog u novorodencadi u referentnoj skupini s tim da je koncentracija AdoHcy-a u plazmi
tih ispitanika bila 1,1 do 1,7 puta visa (140 do 225 nmol/L) nego maksimalne koncentracije
izmjerene u novorodencadi u referentnoj skupini. U tri ispitanika u kojih smo u dobi od 1 do 2
godine u sklopu dodatne obrade ponovili mjerenje koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a u plazmi
istom metodom nadene su ponovno povisene koncentracije navedenih metabolita. Tako u
ispitanice s najvisim izmjerenim AdoMet-om u novorodenackoj dobi (AdoMet 1050 nmol/L,
AdoHcy 225 nmol/l, M1 4,7) koja je imala hipoplaziju luka aorte s koarktacijom, u dobi od dvije
godine i dalje perzistiraju visoke koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a (AdoMet 320 nmol/L,

AdoHcy 95 nmol/L, MI 3,4), statisti¢ki znacajno vece u odnosu na referentne vrijednosti za dob.

Statisti¢ki znacajno povisenje koncentracije AdoMet-a u djece sa slozenim prirodenim
sréanim greskama uocili su u svojim istrazivanjima i Obermann-Borst i suradnici (104) te
Alsayeda i suradnici (105). Istrazivanje Obermann-Borsta i suradnika (104) obuhvacalo je malu
skupinu djece sa prirodenim sréanim greskama koju su podijelili na skupinu nesindromskih
bolesnika (osam ispitanika) i skupinu djece s pridruzenim sindromima (osam ispitanika s
Dowovim sindromom i osam ispitanika s ostalim sindromima). Medijan AdoMet-a je u
nesindromskih bolesnika sa slozenim sréanim greskama bio 1,1 puta ve¢i u odnosu na kontrolnu
skupinu, dok AdoHcy i metilacijski potencijal nisu pokazivali zna¢ajna odstupanja od kontrolne
skupine. Koncentracije folne kiseline u serumu i eritrocitima djece s prirodenim sréanim
greskama takoder su bile statisticki znac¢ajno vise u odnosu na kontrole. Skupina ispitanika s
Downovim sindromom imala je najvise koncentracije AdoMet-a, AdoHcy-a i folne kiseline u
eritrocitima te najnizi metilacijski potencijal, sto sugerira sveukupnu hipometilaciju u osoba koje

boluju od Downova sindroma.
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Verkleij-Hagoort i suradnici su takoder u djece s prirodenom sréanom greskom utvrdili
vise koncentracije folne kiseline i vitamina B;, u serumu te nize koncentracije homocisteina u
plazmi u odnosu na kontrolnu skupinu (25). Majke te djece s hiperhomocisteinemijom imale su
statisticki znacajno nize koncentracije folne kiseline i vitamina B;, u serumu u odnosu na

kontrolnu skupinu.

Za pretpostaviti je da perikoncepcijska izlozenost fetusa majéinom sveukupnom
hipometilacijskom stanju moze uzrokovati promjene u epigenetskom programiranju gena koje
posljedi¢no vode do pojave prirodene sréane greske i promjene u programiranju metilacijskih
procesa u fetusa. U prilog toj tvrdnji ide istrazivanje Chowdhurya i suradnika koji su u majki
djece sa slozenim prirodenim srcanim greskama nasli brojne gen-specificne razlike u metilaciji u
odnosu na kontrolnu skupinu (184). U ispitanica su mnogi geni za koje se otprije zna da su
povezani s vecom pojavnoséu prirodenih sréanih gresaka, a koji su uklju¢eni u mitogenom
aktivirane protein kinazne (MAPK) procese (kao sto su transkripcija, proliferacija, migracija,
diferencijacija i prezivljavanje) (185, 186) bili razli¢ito metilirani. Takoder se uvidjelo da postoji
razlicita metilacija gena EGFR, GATA4 i Wntba za koje se otprije zna da sudjeluju u razvoju
srca te gena GPX3 ¢ija poremecena metilacija moze povecati oksidativni stres u fetusa. Nadene
su i promjene u metilaciji brojnih mitohondrijskih RNA ¢ije se mutacije u zadnje vrijeme

povezuju s prisustvom prirodenih sréanih gresaka (187).

Takoder je moguc¢e i da majcina globalna hipometilacija dovodi do promjene u
metabolickom imprintingu gena ukljucenih u ciklus folata (poput gena MTHFR) ili gena koji
kodiraju enzime ovisne o vitaminu Bi, (poput gena MTRR i TCII) te posljedi¢nog povecanja
koncentracija folne kiseline i vitamina Bj, u novorodencadi i promjene koncentracija AdoMet-a
u prije provedenim istrazivanjima (25,104,105). O utjecaju maj¢inog metilacijskog statusa na
metilaciju gena u potomaka govori i istrazivanje Haggarty-a i suradnika (188). Oni su pokusali
ustanoviti utjecaj perikoncepcijske primjene folne kiseline na metilaciju gena 1GF2, rPEGS,
SNRP i LINE1 u pupkovini ovisno o statusu MTHFR-a. Iako nisu nasli povezanost izmedu
koncentracije folne kiseline u eritrocitima, metilacije navedenih genai statusa MTHFR-a s
obzirom na primjenu folne kiseline perikoncepcijski, zamijetili su da je u novorodencadi majki

koja su uzimala folnu kiselinu iza dvanaestog tjedna gestacije te tako mijenjala svoj metilacijski
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status prisutna znacajna hipermetilacija gena IGF2 i hipometilacija gena PEG3 i LINEL. U prilog
tvrdnji da majcina globalna hipometilacija dovodi do promjene u metabolickom imprintingu
gena govori i istrazivanje Tserge i suradnika koji su ustanovili da su niske koncentracije vitamina
B, u pupkovini povezane s poremecenom alel-specificnom ekspresijom gena IGF2 u
novorodencadi s genotipom MTHFR 677T>T (189).

U istrazivanju Alsayede i suradnika (105) koje je obuhvacalo metabolite u sustavu
remetilacije putem betainhomocistein metiltransferaze (BHMT) djeca sa prirodenom sréanom
greskom takoder su imala 1,3 puta vise koncentracije AdoMet-a u odnosu na kontrolnu skupinu.
Uz to su imala i povisene koncentracije vitamina Bj, i dimetilglicina u odnosu na kontrolnu
skupinu te nize koncentracije betaina, dok statisticki znacajne razlike u koncentraciji AdoHcy-a i
u metilacijskom indeksu nije bilo. Majke djece su pak imale statisticki znacajno nize

koncentracije vitamina Bs.

Moguce je i da snizene koncentracije vitamina B, u majke dovode u djece do pojacane
aktivnosti enzima metionin adenoziltransferaze 11 (MAT I1) ili inhibicije enzima odgovornih za
dekarboksilaciju AdoMet-a koji su ukljuceni u sintezu poliamina u mitohondrijima te tako
povecavaju koncentraciju AdoMet-a. No, povec¢anje DMG uz AdoMet upucuje i na moguénost
pojacane aktivnosti BHMT-a ili poremec¢aja mitohondrijskog metabolizma DMG-a, tj. enzima
dimetilglicin  dehidrogenaze i sarkozin dehidrogenaze (enzimi respiratornog lanca,
mitohondrijski proteini koji vezu folate). Naime, mitohondrijski poremecaji su opisani u vise

navrata u bolesnika s prirodenom sr¢anom greskom (190,191).

Potrebna su daljnja istrazivanja koja prelaze okvire ove doktorske disertacije kako bi se
otkrio tocan mehanizam putem kojeg dolazi do povecanja AdoMet-a u novorodencadi s

prirodenim sréanim greskama.
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6.2.2. Potencijalna stetnost povisenih koncentracija S-adenozilmetionina u novorodenéadi

s prirodenim sréanim greskama

Poznato je da poremecaji metabolizma AdoMet-a imaju teske posljedice za zivot te za
diferencijaciju i funkciju stanica, prvenstveno jetre i sredisnjeg zivcanog sustava (35-47). Niske
koncentracije AdoMet-a u plazmi povezane su sa stanjima poput depresije, Parkinsonove bolesti,
demencije, osteoartritisa, fibromialgije, ciroze jetre uslijed alkoholizma i intrahepati¢ne
kolestaze, ostecenja jetre nakon terapije citostaticima, zlocudnim bolestima (48-52)... No, u
zadnjih nekoliko godina doslo se do spoznaje da povisene koncentracije AdoMet-a takoder mogu

imati Stetno djelovanje.

Potencijalna stetnost AdoMet-a pokazana je i u istrazivanju Zannate i suradnika koji su
opisali da povecana koncentracija AdoMet-a u eksperimentalnim uvjetima u stanicama mozga
Stakora povecava oksidacijski stres (192). Moguce stetno djelovanje AdoMet-a prisutno je i kod
nedostatne aktivnosti jedne od metiltransferaza, glicin N-metiltransferaze (GNMT) (193).
Nedostatna aktivnost GNMT-a u ljudi karakterizirana je znac¢ajnim povisenjem koncentracije
AdoMet-a u plazmi (do 30 puta), a bez znacajnog povisenja AdoHcy-a te uz zna¢ajno povecan
metilacijski potencijal. U osoba koje imaju manjak GNMT-a nalazimo one asimptomatske, koje
imaju samo blago povecane aminotransferaze, ali je opisan i bolesnik sa blagom fibrozom jetre.
Knockout mi§ za GNMT oboljeva od hepatocelularnog karcinoma s§to moze biti dokaz

povezanosti povisenih koncentracija AdoMet-a i karcinogeneze (194).

Opisano je i stetno djelovanje visokih koncentracija AdoMet-a i kod nedostatka enzima
L-izoaspartil (D-aspartyl) O-metiltransferaze (PCMT1) (195). Navedena metiltransferaza je
enzim Koji ,,popravlja“ proteine pretvaraju¢i D-aspartil i L-izoaspartil u L-aspartil koriste¢i
AdoMet kao donora metilne skupine. U knockout PCMT1-misa, kao i u heterozigotnog PCMT1-
miSa nadene su u mozgu (naro€ito hipokampusu) znacajno vise koncentracije AdoMet-a i nize
koncentracije AdoHcy-a u odnosu na divlji tip. Navedeno je pojacalo ekscitatornost neurona i

dovelo do pojave epilepsije i u knockout misa i u heterozigotnog PCMT1-misa.
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Za sada se povisene koncentracije AdoMet-a nisu povezivale s pojavom prirodene sréane
greske. No, poznato je da u bolesnika s nedostatnom aktivnosti adenozin kinaze postoji povecéana
mogucnost pojavnosti prirodene sréane greske (145,146). Naime u devet od devetnaest dosad
opisanih bolesnika s manjkom ADK-a opisana je prirodena src¢ana greska. Svi bolesnici s
manjkom ADK-a imaju povisene koncentracije AdoMet-a (2 do 20 puta) i AdoHcy-a (5 do 30
puta) u plazmi, pri ¢emu je metilacijski potencijal u plazmi u vec¢ine bolesnika unutar fizioloskih
granica. Koncentracije Hcy-a su istovremeno normalne ili blago povisene u ovih pacijenata. S
obzirom na prisustvo prirodene srcane greske u 47% do sad prepoznatih osoba s manjkom ADK-
a, moguce je da visoke koncentracijama AdoHcy-a i AdoMet-a u plazmi zajedno s visokim

koncentracijama adenozina povecavaju mogucénost nastanka prirodene sréane greske (145,146).

Iz navedenog je vidljivo nije moguce sa sigurnoséu zakljuciti imaju li povisene
koncentracije AdoMet-a znacajan utjecaj na pojavnost prirodenih sréanih gresaka. Nedvojbeno je
pojava prirodene src¢ane greSske u novorodenceta rezultat slozenih bioloskih procesa Kkoji
uklju¢uju brojne metabolicke reakcije, epigenetickih promjena i njihovog medusobnog odnosa.
Povecane koncentracije AdoHcy-a u plazmi i snizen metilacijski potencijal u majki je, ¢ini se,
jedan od ¢imbenika koji uzrokuje prirodenu sréanu gresku u novorodenceta, dok se za povecanje
AdoMet-a u novorodenc¢adi ne moze reci ima li i koliko udjela u pojavi prirodene sréane greske.
Daljnja istrazivanja bila bi potrebna kako bi se rasvijetlio utjecaj poremecaja metilacije na

pojavu prirodene sréane greske.

109



6.3. CIMBENICI KOJI MOGU UTJECATI NA KONCENTRACIJE S-
ADENOZILMETIONINA |  S-ADENOZILHOMOCISTEINA | PROMJENU
METILACIISKOG POTENCIJALA

6.3.1. Utjecaj dobi na koncentracije S-adenozilmetionina i S-adenozilhomocisteina i

promjenu metilacijskog potencijala

Ve¢ tijekom odredivanja referentnih vrijednosti koncentracija AdoMet-a, AdoHcy-a i
njihovog omjera u novorodencadi bilo je uofeno postajanje statisti¢ki znacajne razlike izmedu
novorodencadi i odraslih osoba. Koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a statisticki suU znacajno vise
u novorodenackoj dobi u odnosu na odrasle. Medijan koncentracije AdoMet-a je oko 2,2 puta
veci u novorodenackoj dobi u odnosu na onaj u Zena reproduktivne dobi, a medijan koncentracije
AdoHcy-a oko 5,3 puta veci. Posljedi¢no je i metilacijski potencijal oko 2,3 puta manji u

novorodenackoj dobi u odnosu na metilacijski potencijal u odrasloj dobi.

Takoder je unutar referentne i ispitivane skupine novorodenc¢adi moguce vidjeti ovisnost
koncentracije AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskog potencijala o danima Zivota. Postoji
statisticki znacajna korelacija AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskog potencijala u odnosu na dane
zivota - §to je novorodence mlade to su koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a vise, a metilacijski
potencijal nizi. S tjednima zivota koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a opadaju, a metilacijski

potencijal raste.

Uvidom u literaturu nismo nasli studije u kojima su izmjerene koncentracije AdoMet-a i
AdoHcy-a u plazmi u novorodenackoj dobi. No, Imbard i suradnici su izmjerili koncentracije
AdoMet-a i AdoHcy-a u amnijskoj tekucini te pokazali znacajan rast koncentracija navedenih
metabolita tijekom trudnoce s maksimalnim vrijednostima izmedu 33. tjedna i 40. tjedna
trudnoce (196). Koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a u amnijskoj tekuc¢ini u zadnja dva mjeseca
trudno¢e su viSe u odnosu na koncentracije u naSoj referentnoj skupini novorodencadi (u
amnijskoj tekucini medijan AdoMet-a 323 nmol/L, medijan AdoHcy-a 126,1 nmol/L, medijan
MI 2,7, u plazmi novorodencadi iz naSe referentne skupine medijan AdoMet-a 184 nmol/L,

medijan AdoHcy-a 81,5 nmol/L, medijan MI 2,35) te zaklju¢ujemo da ve¢ po porodu dolazi do
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smanjenja koncentracija AdoMet-a i AdoHcy-a u odnosu na koncentracije u zadnjem

tromjesje¢ju trudnoce.

Brojne studije pokazale su takoder utjecaj dobi na koncentraciju homocisteina u plazmi;
koncentracije homocisteina se povecavaju usporedno s godinama zivota te se do kraja Zivota
gotovo udvostru¢e u odnosu na prosjeénu dob (197,198). Primjerice, Febriani i suradnici su
mjerili homocistein iz suhe kapi krvi HPLC-metodom s detekcijom flourescencije te nasli
znacajnu razliku u koncentraciji homocisteina ovisno o dobi: u nedonosceta koncentracija je
iznosila 1,5+1,6 umol/l, u novorodenceta 2,5+1,4 pmol/l, a u odrasle osobe 4,9+1,0 pumol/L
(199).

Razlog nizim vrijednostima homocisteina, a viSim AdoMet-a i AdoHcy-a moze se
potraziti u ¢injenici da je u novorodencadi stupanj remetilacije homocisteina u metionin znacajno
veéi u odnosu na odrasle (200,201). Transsulfuracija homocisteina je takoder puno izrazenija u
novorodenackoj dobi u odnosu na odrasle, naro€ito u prvih 48 sati zivota, dok je u nedonoSceta
¢ak do 5 puta veca u odnosu na donoSenu novorodenéad (201). Pojacana transsulfuracija i
remetilacija homocisteina u metionin mogu biti povezane s visokim potrebama za metilacijom s
obzirom na proliferaciju stanica, rast i sintezu DNA (202). Takoder jedan od mogucih razloga
pojacane aktivnosti cistation B-sintetaze mogu biti velike potrebe za glutationom i kreatinom
(203). Postoji mogucnost i da je metionin adenoziltransferaza 1l (MAT 1lI) koja je aktivna u
fetalno doba jo§S neko vrijeme aktivna nakon rodenja, a nakon toga se njezina aktivnost
postepeno smanjuje Sto rezultira i postepenim smanjenjem koncentracija AdoMet-a i AdoHcy-a
u prvim tjednima zivota (202). U prilog tome govore vise koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a u
amnijskoj tekucini u zadnja dva mjeseca trudno¢e u odnosu na koncentracije AdoMet-a i

AdoHcy-a u plazmi po porodu.

6.3.2. Utjecaj spola na koncentracije S-adenozilmetionina i S-adenozilhomocisteina i

promjenu metilacijskog potencijala

U ispitivanoj skupini, kao ni u referentnoj skupini novorodenéadi nismo nasli znacajne

razlike u koncentracijama AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskom potencijalu s obzirom na spol
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novorodenceta. Koncentracija AdoMet-a je dodusSe bila minimalno povecana u zenskog spola u

odnosu na muski, ali ne statisticki znac¢ajno.

Dosadasnje studije su pokazale da su koncentracije homocistena vise u muskog spola u
odnosu na Zenski (197,198), dok se podaci za koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a znacajno
razlikuju. U istrazivanju Huoa i suradnika (80) koje je obuhvatilo 310 ispitanika i ispitanica
koncentracija AdoMet-a u Zena je bila ¢ak 28% visa nego u muskaraca, dok su u istraZivanju
Stablera i Allena u¢injenom na puno manjem broju ispitanika (48 ispitanika) koncentracije
AdoMet-a i AdoHcy-a vise u musSkaraca nego u zena (ali ne statisticki znacajno), dok je
metilacijski potencijal visi u zena nego u muskaraca (204). Razlika u koncentraciji AdoMet-a,
AdoHcy-a i Hcy-a moze se objasniti ¢injenicom da muskarci i Zene imaju razlicite koncentracije
hormona i stoga znacajno razli¢it metabolizam (205). Klini¢ko istrazivanje Sarris i suradnika
(206) koje je procjenjivalo uspjesnost terapije AdoMet-om u lije¢enju depresije pokazalo je da je
terapijska primjena AdoMet-a znacajno uc¢inkovitija u muskaraca, §to s obzirom na istrazivanje
Huoa i suradnika (80) moze biti posljedica prosjecno nizih koncentracija AdoMet-a u plazmi

muskaraca u odnosu na zene.

6.3.3. Usporedba S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i metilacijskog potencijala

u ispitivanoj skupini u odnosu na mortalitet

S obzirom na visoki mortalitet (21%) u ispitivanoj skupini novorodencéadi s prirodenim
srcanim greskama postavlja se pitanje postoji li razlika u koncentraciji AdoMet-a, AdoHcy-a i
metilacijskom potencijalu u ispitanika u kojih je nastupio smrtni ishod u odnosu na one koji su u
trenutku analiziranja uzoraka bili zivi. Ustanovljeno je da su i AdoHcy i AdoMet bili statisticki
znacajno visi u ispitanika u kojih je nastupio smrtni ishod u odnosu na ostatak ispitivane skupine,

no nije bilo statisticki znacajne razlike u metilacijskom potencijalu.

Postavlja se pitanje je li ta razlika posljedica tezeg stanja te novorodencadi u odnosu na
ostale ispitanike sto je sekundarno dovelo do znacajnijeg poremecaja metilacije ili su mozda
losijem stanje ovih ispitanika doprinjele i vise koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a. U prilog tezi
da povisene koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a mogu doprinjeti vecoj smrtnosti govori

¢injenica da je u pacijenata u terminalnom stadiju kroni¢ne renalne bolesti u kojih se u velikom
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postotku nalazi hiperhomocisteinemija, vjerojatnost smrtonosnih kardiovaskularnih komplikacija
poput infarkta miokarda, mozdanog udara i/ili tromboembolije znacajno vec¢a nego u zdrave
populacije (207). Naime, u 90% pacijenata s uremijom prisutne su visoke koncentracije
homocisteina u plazmi; sto su one vise, to je rizik od nastanka navedenih komplikacija i
posljedi¢énog smrtnog ishoda vec¢a. Perna i suradnici su predlozili mehanizam ,,nebalansirane
metilacije” kao glavni ¢imbenik veé¢e smrtnosti u uremiji (208). Pretpostavljaju da posljedi¢no
nakupljanje AdoHcy-a u hiperhomocisteinemiji dovodi do inhibicije onih metiltransferaza koje
osjetljivije na djelovanje AdoHcy-a. Metiltransferaze koje su manje osjetljive na inhibiciju s
AdoHcy-em ¢e i dalje upotrebljavati AdoMet i producirati AdoHcy sto ¢e dovesti do daljnje
da je sveukupna metilacija u pacijenata na dijalizi smanjena u odnosu na zdrave (209). Perna i
suradnici misle da je navedenim mehanizmom ometen o metilaciji ovisan popravak membrane

eritrocita u dijaliziranih pacijenata (210).

Takoder, proteini plazme u hemodijaliziranih pacijenata pokazuju znacajno vise ostatnih
skupina L-izoaspartila sto upuc¢uje na njihovo znacajno ostecenje u odnosu na proteine plazme u
zdravih osoba. Nihov popravak je onemoguéen zbog oslabljenog djelovanja AdoHcy-em
inhibiranih metiltransferaza (210). Povecano ostec¢enje proteina, uz uremiju i hipometilaciju,
dovode do oslabljenog vezivanja homocisteina za deaminirani albumin i povecanja koncentracije

homocisteina.

Moguce je da vise koncentracije AdoHcy-a doprinose vecem riziku od kardiovaskularnih
komplikacija i posljedi¢no ve¢oj mogué¢nosti nastanka smrtnog ishoda i u nasih ispitanika,
pogotovo jer se radi o pacijentima koji sami po sebi, s obzirom na hemodimaniku prirodenih

sréanih gresaka, a zatim i na operativne zahvate kojima su podvrgnuti, imaju veci rizik od istih.
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6.3.4. Postoji li razlika u koncentracijama S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i
metilacijskog potencijala u novoroden¢adi s prirodenom sréanim greskama i u njihovih
majki izmedu pojedinih skupina prirodenih sréanih greSaka prema etiopatogenetskoj
podjeli po Clarku

Usporedivali smo skupinu ispitanika s poremecajem migracije neuroektoderma u
mezenhimalnu osnovu za srce (skupina s konotrunkalnim anomalijama) s ostalim skupinama s
obzirom na etiopatogenetsku podjelu prema Clarku. 1zmedu te skupine i skupine s poremecajima
intrakardijalnog protoka kao skupine s najve¢im brojem ispitanika usporedbom koncentracija
AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskog potencijala nije bilo znacajne razlike. Ostale skupine su
imale mali broj ispitanika, no iskacu ispitanici s poremecajem izvanstanicnog matriksa (2
ispitanika) koji su imali statisti¢ki znacajno vise koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a u plazmi u
odnosu na ostale skupine, no nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u metilacijskom potencijalu.
Njihove majke su pak imale najnizi metilacijski potencijal u odnosu na ostale skupine, ali ne

statisticki znacajno.

Poremecaje izvanstani¢énog matriksa najc¢esc¢e imaju pacijenti s Downovim sindromom
(potpuni AV kanal, parcijalni AV kanal) u kojih se opisuju znacajni poremecaji metilacije. U
istrazivanju Obermann-Borst i suradnika (104) djeca s prirodenim sréanim greskama u sklopu
Downovog sindroma imala su vise koncentracije AdoMet-a, AdoHcy-a te nizi metilacijski
potencijal u odnosu na nesindromsku djecu koja imaju prirodenu sréanu gresku i u odnosu na
djecu koja imaju sréanu gresku u sklopu drugih sindroma. Ispitivanje veceg broja bolesnika s
poremecajima izvanstanicnog matriksa moglo bi pokazati u kojoj su mjeri povecane
koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a ¢imbenici rizika za pojavu ove vrste prirodene sréane

greske i je li poremecaj metilacije takoder ¢imbenik rizika.

Utjecaj moguceg poremecaja metilacije u pocetku se povezivao samo s konotrunkalnim
anomalijama. Shaw i suradnici su jo§s 1995. godine nasli 30% smanjenje konotrunkalnih
anomalija u djece majki koje su u ranoj trudno¢i uzimale folnu kiselinu (211), sto je potvrdeno
istrazivanjima Bottoa i suradnika (212) u kojem se rizik nastanka konotrunkalne sréane greske
smanjio cak za 43% ukoliko je majka uzimala multivitaminske preparate koji sadrze folnu

kiselinu i vitamin B1,. Hobbs i suradnici su, nakon sto su pokazali da majke djece s prirodenim
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srcanim greskama imaju znacajno veéu koncentraciju homocisteina u plazmi, pokusali utvrditi
postoji li jace izrazena povezanost odredenih skupina prirodenih sr¢anih greska s poremecajem
metilacije (23). Podijelili su ispitanice u pet kategorija (majke djece s konotrunkalnim
malformacijama, septalnim defektima, opstruktivnim lijevostranim  malformacijama,
opstruktivnim desnostranim malformacijama i slozenim sréanim greskama). Ispitanice su u svim
kategorijama imale statisti¢cki znac¢ajno ve¢u koncentraciju homocisteina u odnosu na kontrolnu
skupinu, ali nije bilo razlike medu skupinama. Majke djece sa septalnim defektima,
opstruktivnim lijevostranim i opstruktivnim desnostranim malformacijama imale su nizu
koncentraciju metionina u odnosu na kontrolnu skupinu. Jedino su majke djece s opstruktivnim
desnostranim malformacijama imale nizu koncentraciju folne kiseline u plazmi u odnosu na

kontrolnu skupinu.

Imav§i na umu prijasnja istrazivanja koja su upucivala na znaajnu povezanost
konotrunkalnih malformacija s primjenom folne kiseline (211,212), ocekivali smo da c¢e
poremecaji metilacije biti vise povezani s tom vrstom malformacija. No, ako isklju¢imo dva
ispitanika s poremecajem izvanstani¢nog matriksa i njihove majke, u nasih ispitanika nismo nasli
jace izrazenu povezanost odredenih skupina prirodenih sr¢anih greska s poremeéajem metilacije.
Nasi su rezultati sukladni s rezultatima Hobbs i suradnika (23) u kojih nije bilo razlike u

koncentraciji homocisteina medu skupinama.

6.3.5. Utjecaj drugih faktora u majki novorodencadi s prirodenom sréanom greSskom na

koncentracije S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i metilacijski potencijal

U majki novorodencadi s prirodenim sréanim greSkama nismo nasli znacajne razlike u
koncentracijama AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskom potencijalu s obzirom na pojavnost

spontanih pobacaja, mrtvorodene djece te prisustvo sréane greske u brace 1 sestara.

No, u ispitanica se nalazi veéa ucestalost spontanih pobacdaja u odnosu na prosjek u
Hrvatskoj u 2016. 1 2017. godini. Naime, ¢ak 19% ispitanica (20/104) imalo je klinicki spontani
ili medicinski inducirani pobacaj, dok je ucestalost spontanih i medicinski induciranih pobacaja u
Hrvatskoj bila 2016. godine 3347 na 42690 evidentiranih trudnoca (7,8%) (213,214) a 2017.
godine 3729 na 42875 (8,7%) evidentiranih trudno¢a (215,216). Poznato je da nize koncentracije
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folne kiseline u plazmi dovode dovece incidencije spontanih pobacaja (87). Nekoliko istrazivanja
je pokazalo da vise koncentracije homocisteina u plazmi dovode do vece ucestalosti spontanih
pobacaja, gubitka ploda u drugom i tre€em tromjesjecju, vece ucestalosti mrtvorodene djece te
vecée ucestalosti radanja nedonoscadi (217,218). Stoga je za ocekivati i da ¢e vise koncentracije
AdoHcy-a u majki dovesti do vece ucestalosti spontanih pobacaja, tj. da ¢e ¢imbenik koji
doprinosi vecoj pojavnosti prirodene sréane greske doprinijeti 1 vecoj ucestalosti spontanog

pobacaja u istih Zena, §to je i potvrdeno u naSem istrazivanju.

Broj mrtvorodenih u RH u 2016. godini iznosi 181 na 42690 (0,42%) evidentiranih
trudno¢a (213), a u 2017. godini 149 na 42875 (0,35%) evidentiranih trudnoca (215). Dvije
ispitanice rodile su mrtvorodence (2/102) §to je nesto ucestalije nego bi se moglo ocekivati s
obzirom na ucestalost u RH, no uzorak ispitanica je premali da biSmo sa sigurno$¢u dosli do
zakljucka da ¢e vise koncentracije AdoHcy-a te nizi metilacijski potencijal u majki dovesti do
vecée ucestalosti mrtvorodene djece. Veéi broj mrtvorodenih mogué¢ je zbog ucestalijih
komplikacija u trudno¢i majki s visokim koncentracijama homocisteina u vidu ¢eS¢e abrupcije

placente, preeklampsije i ¢es¢ih hipertenzivnih kriza (218).

U istrazivanju Dilbera i Mal¢i¢a navedeno je da u periodu od 2002. do 2007. godine 4,1%
djece s prirodenim sréanim greSkama upisanih u hrvatski registar prirodenih sr€anih gresaka
imaju u obitelji osobu s ve¢ prije dijagnosticirano sr¢anom greSskom (5). Takoder se zna da je
rizik za drugo dijete u obitelji ukoliko jedno dijete ve¢ ima prirodenu sréanu greSku 2 do 6%
(5,6). U 8 do 127 nasih ispitanika (6%) uz ispitanika u obitelji postoji jo$ jedno dijete koje boluje
od sr¢ane greske, Sto je u skladu s ofekivanim. U tih ispitanika nisu nadena znacajna odstupanja

koncentracija AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskog potencijala u odnosu na ostale ispitanike.

6.3.6. Utjecaj primjene folne kiseline u prvom tromjesedju trudnoce na koncentracije
S-adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i metilacijski potencijal u novorodencadi s

prirodenom sréanom greSkom i njihovih majki

Vecina majki ispitanica nije uzimala folnu kiselinu u prvom tromjesecju (92/127). Samo
11% majki ispitanica (14/127) je pocelo s primjenom folne kiseline prije zacec¢a i primjenjivalo

je tijekom prvog tromjesjecja, dok je 16% (21/127) majka ispitanica uzimalo folnu kiselinu, ali
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neadekvatno (zapocele su s primjenom folne kiseline izmedu petog i osmog tjedna trudnoce).
Doza folne kiseline koju su ispitanice uzimale takoder se razlikovala i1 u viSe od 50% slucajeva je
bila desetorostruko visa u odnosu na preporucenu. Usporedbom AdoMet-a, AdoHcy-a |
metilacijskog potencijala u majki koje su uzimale folnu kiselinu (adekvatno i neadekvatno) u
odnosu na majke koje nisu uzimale folnu kiselinu nije nadena statisti¢ki znacajna razlika. No,
novorodenc¢ad majki koje nisu uzimale folnu kiselinu imala su statisticki zna¢ajno visi AdoMet u
odnosu na novorodenc¢ad majki koja su uzimala folnu kiselinu, dok AdoHcy i metilacijski

potencijal nisu bili statisticki znacajno razliiti.

Nase bi istrazivanje trebalo proSiriti na mjerenje koncentracije folne kiseline u ispitanih
skupina kako bismo sa sigurnos¢u mogli re¢i postoji li nedostatak folne kiseline u plazmi majki

koji dovodi do povecanja moguénosti nastanka prirodene sr¢ane greske.

Neprimjena folne kiseline u perikoncepcijskom razdoblju u cak 73% ispitanica je
porazavajuci podatak i definitivno je moguéi razlog nastanka sr¢ane greske u novorodencadi tih
ispitanica, ¢emu idu u prilog prije navedena istrazivanja (26,27,96). U prilog vaznosti folne
kiseline u srcanoj morfogenezi govori i istrazivanje Tanga i suradnika (219) u kojem mis s
manjkom membranskog proteina Folbpl umire intrauterino zbog multiplih malformacija,
ukljucujuci slozene sréane greske. Folbpl je protein putem kojeg se u misa transportira folna
kiselina. Smanjena dostupnost folne kiseline u ovog misa dovodi do smanjene migracije stanica
neuralnog grebena, prerane smrti stanica uzrokovane apoptozom i smanjenog kapaciteta
proliferacije kardiomiocita. Navedeno je rezultiralo pojavom sréane greske u svih miseva s
manjkom membranskog proteina Folbpl koja se ocitovala smanjenim volumenom Klijetki,
neadekvatnim septiranjem Kklijetki, perzistentnim trunkusom arteriosusom i dvostrukim izlazom
krvnih zila iz desne klijetke. No, nakon nadoknade folne kiseline u visokim koncentracijama
navedeni knockout mis nije imao vecu pojavnost slozene sréane greske u odnosu na divlji tip

misa.

Dnevna doza folne kiseline preporu¢ena za prevenciju nastanka rascjepa neuralne cijevi i
prirodene sréane greske iznosi 400 ug i trebala bi se primjenjivati u razdoblju od cetiri tjedna
prije planirane trudnoce i svakako barem do dvanaestog tjedna trudnoc¢e (220,221). To se tesko

postizu uobicajenom prehranom pa je potreban unos putem dodataka prehrani ili obogacivanjem
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hrane koja dopire do najsireg dijela stanovnistva. Danas veliki broj zemalja u svijetu sustavno
obogacuje zitarice folnom kiselinom (220). Zemlje Europske unije nemaju zajedni¢ki zakon o
obaveznom obogacivanju hrane folnom kiselinom, ve¢ se ono provodi samo u nekim zemljama
(220,221). U Hrvatskoj jos uvijek nema sluzbenih smjernica o nacinu uzimanja folne kiseline
prije i za vrijeme trudnoce, kao niti obogacivanja hrane mikronutrientima, ve¢ primjena ovisi o
preporukama osobnih lijecnika obiteljske medicine i ginekologa. Tako su nase ispitanice samo u
11% posto slucajeva uzimale folnu kiselinu u periodu od mjesec dana prije zacec¢a do dvanaestog
tjedna trudnoce, dok je njih 16% uzimalo folnu kiselinu u periodu od pet do osam tjedana
trudno¢e do dvanaest tjedana trudnoce (nakon $to su saznale da su trudne i prvi put posjetile
ginekologa). Veliki dio njih (18/35) uzimao je doze desetorostruko vece od preporuc¢enih za

nerizi¢nu populaciju (5 mg), a prema uputama svojih ginekologa.

Istrazivanja provedena zadnjih godina dovela su do zabrinutosti zbog moguceg ucinka
visokih koncentracija folne kiseline u plazmi na veéu pojavnost karcinoma, slabljenje
kognitivnih sposobnosti i slabljenje imunosne funkcije (222). Naime, nakon obogacivanja hrane
folnom kiselinom, koncentracija folne Kiseline u serumu u populaciji SAD-a je narasla 2,5 puta,
dok je povecanje koncentracije folne kiseline u serumu nakon trotjednog uzimanja 5 mg folne
kiseline bilo i petnaestorostuko (223). U istrazivanju Pickella i suradnika pokazano je da
desetorostruko veci unos folne kiseline od preporu¢ene u Mthfr knockout misa dovodi do vece
incidencije spontanog pobacaja, zastoja u rastu, smanjenja debljine stijenke ventrikla te
dvostruko veée pojavnosti VSD-a u odnosu na miseve hranjene preporucenim dozama folne
kiseline (224). Moguce je da je uzimanje visokih doza folne kiseline u 18 nasih ispitanica,
umjesto da djeluje protektivno, doprinijelo nastanku prirodene sréane greske u njihove
novorodencadi. Mada je nas uzorak veoma mali (104 ispitanice), mozemo svejedno zakljuciti da
je neophodno potrebno donijeti sluzbene smjernice o na¢inu uzimanja folne kiseline prije i za

vrijeme trudnoce.
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6.3.7. Utjecaj primjene vitamina B;, u prvom tromjese¢ju trudnoée na koncentracije S-
adenozilmetionina, S-adenozilhomocisteina i metilacijski potencijal u novorodencadi s

prirodenom sréanom greskom i njihovih majki

Vecina majki ispitanica nije uzimala vitamin By, u prvom tromjesjecju (110/127). Samo
5% majki ispitanica (6/127) je pocelo s primjenom vitamina Bj, (u sklopu multivitaminskih
preparata) prije zaceca i primjenjivalo ga tijekom prvog tromjesjecja, dok je 19% (11/127) majki
ispitanica uzimalo vitamin By, ali neadekvatno (zapocele su s primjenom vitamina B;, izmedu
petog i osmog tjedna trudnoce). Usporedbom AdoMet-a, AdoHcy-a i metilacijskog potencijala u
majki koje su uzimale vitamin Bj, (adekvatno i neadekvatno) u odnosu na majke koje nisu
uzimale vitamin Bj, nije nadena statisticki znacajna razlika. Novorodencad majki koje nisu
uzimale vitamin B;, imala su visi AdoMet i AdoHcy u odnosu na novorodencad majki koja su
uzimala vitamin By, ali ne na razini statisticke znacajnosti. Usporedbom metilacijskog
potencijala takoder nije nadena statisticki znacajna razlika izmedu novorodencadi majki koje su
uzimala vitamin Bj; u prvom tromjesecju trudnoce i novorodencadi majki koja nisu uzimala

vitamin B1, u prvom tromjesecju trudnoce.

S obzirom na znacajnu povezanost nedostatka vitamina B, u perikoncepcijskom
razdoblju s nastankom rascjepa neuralne cijevi (97,98), isti se navodi kao jedan od ¢imbenika
vece mogucnosti nastanka konotrunkalnih prirodenih sréanih greski, mada nema istrazivanja
koje to moze sa sigurno$cu potvrditi. Nedostatak vitamina Bi,, kofaktora za metionin sintetazu
(enzima koji sudjeluje u remetilaciji homocisteina u metionin), dovodi do povecanja
koncentracije homocisteina u plazmi. Stoga se pretpostavlja da manjak vitamina B, u majke u

perikoncepcijskom razdoblju dovodi do vece pojavnosti sréane greske u potomaka.

Potrebno je izmjeriti koncentracije vitamina Bi, u ispitanih skupina kako bismo sa
sigurno$¢u mogli reéi postoji li njegov nedostatak u plazmi majki koji dovodi do povecanja
mogucnosti nastanka prirodene sr¢ane greske. S druge strane, broj ispitanica koje su uzimale
vitamin B, prekoncepcijski je relativno mali te je moguce da bi rezultati bili drugaciji na vec¢em

uzorku ispitanika.
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6.4. POUZDANOST TEKUCINSKE KROMATOGRAFIJE VISOKE DJELOTVOR-
NOSTI I  TANDEMSKE SPEKTROMETRIJE MASA ZA MJERENJE
KONCENTRACIJA S-ADENOZILMETIONINA | S-ADENOZILHOMOCISTEINA U
PLAZMI

AdoMet i AdoHcy imaju razmjerno niske koncentracije u plazmi (izmedu 10 i 100
nmol/L). Njihovo je mjerenje zahtjevno i dugotrajno. Uz to, AdoMet je izrazito nestabilan spoj
koji se djelomi¢no degradira u AdoHcy u uzorcima koji nisu odmah tretirani i koji nisu
pohranjeni na minimalno -20°C. Unazad desetak godina mjerenje AdoMet-a i AdoHcy-a u
plazmi metodom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti i tandemske spektrometrije
masa postalo je standardna metoda te je u sklopu ove disertacije metoda uvedena i u nas
laboratorij. 1zvodi je samo nekoliko laboratorija u Europi. U odnosu na prije koriStene metode
navedena zahtijeva krace vrijeme pripreme uzorka (oko deset uzoraka u 30 minuta) te vrijeme
mjerenja koncentracije oko osam i pol minuta, $to omogucava obradu od 100-tinjak uzoraka u

jednom danu.

Uzorci sakupljeni za potrebe ovog istrazivanja skupljani su i analizirani unutar dvije
godine. Svaki uzorak je bio tretiran octenom kiselinom unutar 30 minuta nakon vadenja uzorka i
centrifugiranja kako bi se sprijecila degradacija AdoMet-a u AdoHcy. Kad bi stabilnost uzoraka
bila neadekvatna, ocekivali bismo da se uslijed neenzimske razgradnje smanji koncentracija
AdoMet-a, a povisi koncentracija AdoHcy-a te snizi metilacijski potencijal. Dobra pozitivna
korelacija koncentracija AdoMet-a i AdoHcy-a u ispitanika te linearnost korelacije ne upucuje na
neenzimsku razgradnju analita. Stoga moZemo zakljuciti da su uzorci bili stabilni 1 da su
izmjereni rezultati pokazatelj njihove primjerene kvalitete te da je metoda mjerenja AdoMet-a i

AdoHcy-a ponovljiva i pouzdana za ispunjenje ciljeva ove disertacije.
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6.5. UCESTALOST POLIMORFIZAMA RS13043752 (112 C>T) | RS41301825 (377
G>A) GENA AHCY U ISPITIVANIM SKUPINAMA

Dokazano je da polimorfizmi SAHH-2 i SAHH-3 gena AHCY utje¢u na termalnu
stabilnost enzima SAHH in vitro (160). Postoji moguc¢nost da termolabilnost navedenih izoformi
in vivo moze nepovoljno djelovati na aktivnost proteina. Za pretpostaviti je da je njihov utjecaj
znacajan i u uvjetima in vivo te je moguce da osobe koje su nositelji ovih polimorfizama ili ¢ije
su majke nositelji ovih polimorfizama imaju veci rizik za razvoj prirodene sréane greske. Stoga
je ispitana ucestalost navedenih polimorfizama u 116 novorodencadi s prirodenom sréanom
greskom i u 94 njihovih majki. Ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u ucestalosti polimorfizama
SAHH-1 i SAHH-2 gena AHCY u ispitivanim skupinama u odnosu na zdrave ispitanike. Stoga
zaklju¢ujemo da ovi polimorfizmi nisu ¢es¢i u populaciji ispitanika - novorodencadi s
prirodenom sréanom greskom i u njihovih majki u odnosu na zdrave osobe. No, s obzirom na
relativno malen broj ispitanika koji je bio testiran za navedene polimorfizme, za potvrdu ovih

rezultata trebalo bi testirati veci broj ispitanika.

Premda navedeni polimorfizmi nisu ¢es¢i u skupini novorodencadi s prirodenim sréanim
greskama ni u njihovih majki, nije iskljuceno da njihovo prisustvo dodatno utjece na patoloske
procese unutar stanice. U prilog tome govore visi metilacijski potencijal i vise koncentracije
AdoMet-a u plazmi novorodencadi s prirodenom srcanom greskom s polimorfizmom SAHH-2 i
nizi metilacijski potencijal te vise koncentracije AdoHcy-a u plazmi majki novorodencadi s

prirodenom sréanom greskom u odnosu na ispitanike koji nemaju navedeni polimorfizam.

Kao $to je ve¢ navedeno u uvodu, tijekom zadnjih dvadesetak godina polimorfizme
mnogih gena koji sudjeluju u cikusu folata i ciklusu metionina pokusalo se nametnuti kao
¢imbenik rizika za nastanak prirodenih sréanih gresaka. Opisana je povezanost mutacija gena
MTHFR 677C>T i 677T>T u majki s vecom pojavnost slozenih sréanih gresaka u potomaka
(113-116), s tim da pojavnost postaje statisticki znac¢ajno uvecana tek ukoliko postoje dodatni
cimbenici okoline kao sto je niska koncentracija folne kiseline u plazmi majke (118), povecan
BMI (118) te ukoliko majke puse (119). Ispitivana je i povezanost vece pojavnosti prirodenih
srcanih gresaka u djece koja imaju mutaciju 677T>T gena MTHFR. Vecina studija nije dokazala

povezanost navedene mutacije i veée pojavnosti prirodene sréane greske (117,121), osim
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istrazivanja Junkera i suradnika koji su pokazali dvostruko vecu pojavnost navedene mutacije u
djece s prirodenom sréanom greskom u odnosu na zdravu populaciju (120). Mutacija 1298A>C
gena MTHFR, bilo u majki djece sa prirodenom sréanom greSskom bilo u same djece, nije
pokazala utjecaj na vecu pojavnost prirodene sréane greske (122). Mutacija gena BHMT
G716GA nije povezana s vecom pojavnoscu prirodene sréane greske (113,117) osim ukoliko je
majc¢in BMI bio veci od 30 prije pocetka trudnoce; tada je rizik gotovo dvostruki (117). Mutacija
776C>G gena za TCII nije povezana s ve¢om pojavnoscu prirodene sréane greske (118) osim
ukoliko je majka tijekom trudnoce pusila i/ili konzumirala alkohol (118). Mutacije gena MTRR u

djece povezane su s 1,5 puta vecom pojavnoscu prirodene sréane greske (143).

Perikoncepcijska primjena folne kiseline anulira rizik veée pojavnosti prirodene sréane
greske u djece majki koje imaju mutacije gena MTHFR 677C>T i 677T>T. Sve ispitanice u
nasem istraZivanju koje imaju polimorfizam SAHH-2 ili ¢ija novorodencadi ima polimorfizam
SAHH-2 nisu u perikoncepcijskom periodu uzimale ni vitamin By, ni folnu kiselinu ili su
uzimale folnu kiselinu neadekvatno. Stoga je moguce da prisustvo navedenih polimorfizama uz
dodatne ¢imbenike kao sto je niska koncentracija folne kiseline i/ili vitamina B, u plazmi majke
ili pak uz ve¢ prije prepoznate ¢imbenike kao $to su visi BMI majke, puSenje ili primjena
alkohola, rezultira visim metilacijskim potencijalom i visim koncentracijama AdoMet-a u plazmi
novorodencadi s prirodenom sréanom greskom i nizim metilacijskim potencijalom te visim
koncentracijama AdoHcy-a u plazmi majki novorodencadi s prirodenom sréanom greskom.
Dodatna obrada u vidu odredivanja koncentracija folne kiseline i vitamina Bj; u plazmi
ispitanika i spitanica s polimorfizmom SAHH-2 doprinijet ¢e boljem razumijevanju utjecaja

navedenog polimorfizma na metilacijske procese u ovih ispitanica.
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ZAKLJUCCI

U skupini ispitivane novorodencadi s prirodenom sréanom greSkom dokazali smo
statisticki znacajno povisenu koncentraciju AdoMet-a u odnosu na referentnu skupinu. Je
li to moguci ¢imbenik Koji postoji u tkivima i in utero u trenutku nastajanja prirodene
sr¢ane greske 1 povisuje rizik njezine pojave ili mogu¢i kompenzacijski mehanizam
bez dodatnih istrazivanja.

Iako nije bilo statisticki znacajne razlike u koncentraciji AdoHcy-a izmedu skupine
ispitivane novorodencadi s prirodenom sréanom greskom i referentne skupine, u 12%
ispitanika je koncentracija AdoHcy-a bila visa od gornje referentne vrijednosti §to znaci
da bi u nekih bolesnika, ako pojava postoji u tkivima i in utero u trenutku nastajanja
sréane greske, to mogao biti ¢imbenik koji remeti metilaciju i mozda pridonosi nastanku
prirodene sréane greske.

U skupini ispitivane novorodencadi s prirodenom sré¢anom greskom statistic¢ki je znacajno
veéi metilacijski potencijal u odnosu na referentnu skupinu. Potrebna su dodatna
istrazivanja kako bi se ustanovilo moze li ta pojava, ako postoji u tkivima i in utero u
trenutku nastajanja sréane greske, pridonositi pojave sréane greske ili je samo popratna
pojava odnosno reakcija na poremecenu metilaciju u majke u vrijeme trudnoce.

U skupini ispitavanih majki novorodencadi s prirodenom sr¢anom greSkom dokazali smo
statisti¢ki znacajnu viSu koncentraciju AdoHcy-a u odnosu na referentnu skupinu bez
statisticki znacajne razlike u koncentraciji AdoMet-a, Sto upucuje da bi poviSena
koncentracija AdoHcy-a u trudnica mogla biti ¢imbenik koji pridonosi nastanku prirodene
sr¢ane greske.

U skupini ispitivani majki novorodencadi s prirodenom sréanom greSkom dokazali smo
statistiCki znacajno manji metilacijski potencijal u odnosu na referentnu skupinu, pa bi
manji metilacijski potencijal uzrokuju¢i posljedi¢ni poremecaj metilacije mogao biti
¢imbenik rizika za pojavu prirodene sréane greske u ploda takvih majki.

U prva cetiri tjedna zivota i u novorodencadi s prirodenom sr¢anom greskom i u

referentnoj skupini novorodenc¢adi koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a postepeno postaju
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nize, a metilacijski potencijal viSi, pa se naSi rezultati sugeriraju da tijekom
novorodenacke dobi s vremenom opada koncentracija AdoMet-a i AdoHcy-a.
Koncentracija AdoMet-a i AdoHcy-a u plazmi ispitanika novorodencadi s prirodenim
sréanim greskama i referentne skupine novorodencadi ne razlikuje se s obzirom na spol.
Koncentracije AdoHcy-a i AdoMet-a su u plazmi ispitivane novorodencadi s prirodenim
srcanim greskama u kojih je nastupio smrtni ishod bile statisti¢ki zna¢ajno vise u odnosu
na ostatak ispitivane skupine s§to upucuje da vise koncentracije mozda mogu biti
prediktori loseg ishoda.

U dvoje ispitivane novorodencéadi sa sr¢anim gresakama zbog poremecaja izvanstani¢nog
matriksa i njihovih majki nadene su statisticki znacajno vise koncentracije AdoMet-a i
AdoHcy-a u plazmi u odnosu na ostale skupine s obzirom na etiopatogenetsku raspodjelu
prirodenih sréanih gresaka prema Clarku pa je moguce da u ovoj skupini sré¢anih gresaka
promjene koncentracija AdoMet-a i AdoHcy-a imaju veci utjecaj na pojavu sréanih
gresaka nego u drugim skupinama.

Nasi rezultati ne sugeriraju da su plazmatske koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a
novorodencadi s prirodenim sréanim greskama i njihovih majki povezane s prijasnjim
spontanim pobacajima, rodenjem mrtvorodencadi i drugim potomcima s prirodenim
sréanim greskama.

Nasi rezultati upuc¢uju da novorodencad s prirodenim sréanim greSkama majki koje nisu
uzimale folnu Kiselinu u prvom tromjesje¢ju trudnoce imaju statisticki znacajno visi
AdoMet i visi, iako statisticki ne znacajno, AdoHcy u odnosu na novorodenéad s
prirodenim sréanim greSkama majki koje su uzimale folnu kiselinu. Usporedbom
metilacijskog potencijala nije nadena statisti¢ki znacajna razlika izmedu ovih skupina. Na
temelju nasih rezultata na malom broju ispitanika u ovom segmentu istrazivanja ne
mozemo zakljugiti da folna kiselina utjecajem na ispitivane cimbenike metilacije smanjuje
rizik pojave src¢anih gresaka.

Nije nadena korelacija izmedu koncentracija AdoMet-a i AdoHcy-a u plazmi ispitanica
majki novorodencadi s prirodenim sré¢anim greskama i primjene folne kiseline u prvom
tromjesecju trudnoce. S obzirom na mali broj ispitanika u ovom segmentu istrazivanja ne
mozemo zakljuciti da folna kiselina utjecajem na ispitivane ¢imbenike metilacije smanjuje

rizik pojave srcane greske.
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Broj ispitanica majki koje su uzimale vitamin Bi, u prvom tromjese¢ju trudnoce je toliko
malen da se na temelju nepostojanja korelacije izmedu koncentracija AdoMet-a i
AdoHcy-a u plazmi ispitanika novorodencadi s prirodenim sréanim greskama i primjene
vitamin By, u prvom tromjesje¢ju trudnoce ne moze zakljucivati o utjecaju vitamina B,
na ispitivane ¢imbenike metilacije. Isto vrijedi i za nepostojanje korelacije izmedu
koncentracija AdoMet-a i AdoHcy-a u plazmi ispitivanih majki novorodencadi s
prirodenim sr¢anim greSkama.

Buduci da je samo 27% ispitivanih majki novorodencadi s prirodenom sr¢anom greskom
uzimalo folnu kiselinu u prvom tromjese¢ju trudnoce i veéina njih nije uzimala
odgovaraju¢u dozu folne kiseline i/ili je pocela s uzimanjem folne kiseline prekasno
potrebno je donijeti sluzbene smjernice u Republici Hrvatskoj o na¢inu uzimanja folne
kiseline prije i za vrijeme trudnoce i probati ih provesti.

Polimorfizmi rs13043752 (112C>T) i rs41301825 (377G>A) gena AHCY nisu ¢eséi u
ispitivanim skupinama u odnosu na zdrave ispitanike $to sugerira da nisu udruZeni s

povecanim rizikom za pojavu prirodenih sr¢anih gresaka.
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8. SADRZAJ

Niti jedna prirodena sréana greska, neovisno o slozenosti, nije poseban entitet, ve¢ je
rezultat slozene interakcije vise ili manje poznatih embrioloskih i genskih ¢imbenika, cimbenika
okoline u perikoncepcijskom razdoblju te majc¢inih zivotnih navika. Jedan od mogucih
mehanizama nastanka jest poremecaj u metilaciji kako u majke, tako i u potomaka. U prilog toj
tezi govori Cinjenica da su manjak folne kiseline i niZze koncentracije vitamina By, u plazmi
majke u perikoncepcijskom razdoblju te posljedicna maj¢ina hiperhomocisteinemija ¢imbenici
rizika za pojavu prirodene sréane greSke u potomaka. Postavlja se pitanje je li homocistein sam
po sebi ¢imbenik rizika ili su promjene koncentracije njegovih prethodnika u ciklusu metionina
AdoMet-a i AdoHcy-a te promjene njihovog medusobnog omjera (metilacijskog potencijala)

odgovorni za vecu pojavnost prirodenih sréanih gresaka.

U ovoj je disertaciji prva hipoteza bila da ¢e povisena koncentracija AdoMet-a u plazmi
biti ¢imbenik rizika za pojavu prirodene sréane greske, druga hipoteza da ¢e poviSena
koncentracija AdoHcy-a u plazmi biti ¢imbenik rizika za pojavu prirodene sr¢ane greske. Treca
hipoteza je bila da ¢e novorodencad s prirodenom sr¢anom greskom i njihove majke imati sniZzen
metilacijski potencijal u odnosu na referentnu skupinu. Cetvrta hipoteza je bila da ¢e
novorodencad s prirodenom sréanom greSkom i njihove majke imati razlicitu ucestalost

polimorfizama rs13043752 i rs41301825 gena AHCY u odnosu na zdrave ispitanike.

Da bismo provjerili hipoteze i ispunili ciljeve istrazivanja testirali smo 127
novorodencadi s prirodenom sréanom greSkom i 103 majke novorodencadi s prirodenom
sréanom greskom i u njih u plazmi metodom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti i
tandemske spektometrije masa izmjerili AdoMet i AdoHcy te potom izrac¢unali metilacijski
potencijal. Ucestalost polimorfizama rs13043752 i rs41301825 gena AHCY ispitali smo
sekvenciranje egzona 2, 3 i 4 gena AHCY u 116 novorodencadi s prirodenom sréanom greskom i

u 94 majki novorodencadi s prirodenom sréanom greskom.

U skupini ispitanika novorodencadi s prirodenom sréanom greskom dokazali smo

statisticki znacajno vise koncentracije AdoMet-a u odnosu na referentnu skupinu. Nije bilo
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statisticki znacajne razlike u koncentraciji AdoHcy-a. Metilacijski potencijal u ovoj skupini bio
je posljedicno statisticki znac¢ajno visi. U skupini ispitanica majki novorodencadi s prirodenom
srcanom greskom dokazali smo statisticki znac¢ajno povisene koncentracije AdoHcy-a u odnosu
na referentnu skupinu, a nije bilo statisticki znacajne razlike u koncentraciji AdoMet-a.

Metilacijski potencijal je u skladu s hipotezom bio statisticki zna¢ajno nizi.

Povisene koncentracije AdoMet-a odnosno AdoHcy-a koje su izmjerene u ispitivanim
skupinama te statisti¢ki zna¢ajne razlike u vrijednostima metilacijskog potencijala u ispitivanim
skupinama u odnosu na referentne vrijednosti upucuju na narusene procese metilacije Sto moze
pridonijeti patogenezi prirodenih sr¢anih greSaka. U disertaciji je obrazlozeno na koji nacin
promijenjen metilacijski potencijal te poviSene koncentracije AdoMet-a i AdoHcy-a mogu
utjecati na metilacijske procese unutar stanice i pridonositi povecanom riziku pojave sréanih

greSaka.

Nije nadena statisticki znacajna razlika u prevalenciji polimorfizama rs13043752 i
rs41301825 gena AHCY u ispitivanim skupinama u odnosu na zdrave ispitanike, $to sugerira da

nisu udruzeni s povecanim rizikom za pojavu prirodenih sréanih gresaka.

Rezultati ovog istrazivanja upu¢uju da poremecaji metilacije sudjeluju u patogenezi
prirodenih sréanih gresaka. Daljnja istrazivanja su potrebna da se utvrde tocni patoloski
mehanizmi te stupanj poremecaja metilacije koji dovode do promjene u epigenetskom
programiranju gena i drugih primatelja metilne skupine i posljedi¢no do pojave prirodene sré¢ane

greske i promjene u programiranju metilacijskih procesa u fetusa.
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9. SUMMARY

Concentration of S-adenosylmethionine, S-adenosylhomocysteine and
S-adenosylhomocysteine hydrolase gene polymorphisms in newborns with congenital heart

diseases and their mothers
Dorotea Ninkovi¢, 2019.

The congenital heart disease is the consequence of complex interaction of more or less
known embryological and genetic factors, the environmental factor in the periconceptional
period and the mother's lifestyle habits. One of the possible mechanisms is derangement in
methylation pathway, both in mothers and in children. This thesis supports the fact that the low
aviability of folic acid or vitamin By, in the periconceptional period and consequent mother’s
hyperhomocysteinemia are associated with the risk of having a child with congenital heart
disease. The question is whether homocysteine itself is a risk factor or changes in methylation
biomarkers S-adenosylmethionine (AdoMet) and S-adenosylhomocysteine (AdoHcy) and

methylation potential are responsible for a higher incidence of congenital heart disease.

The first hypothesis of this dissertation was that increased plasma concentrations of
AdoMet is associated with an increased risk of congenital heart disease, another hypothesis that
increased plasma concentrations of AdoHcy is associated with an increased risk of congenital
heart disease. The third hypothesis was that newborns with congenital heart disease and their
mothers would have decreased methylation ratio compared to referral group. The fourth
hypothesis was that newborns with congenital heart disease and their mothers would have a
different prevalence of the AHCY rs13043752 and rs41301825 polymorphisms, compared to
healthy subjects.

In order to reach goals of this study, we included 127 newborns with congenital heart
disease and 103 mothers of newborns with congenital heart disease and measured AdoMet and
AdoHcy in their plasma by high performance liquid chromatography tandem mass spectrometry

and then calculate their methylation potential. The prevalences of polymorphisms rs13043752
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and rs41301825 of the AHCY gene were studied in examined group by sequencing AHCY gene

exons 2, 3 and 4.

In the group of newborns with congenital heart disease we have found statistically
significant increased AdoMet compared to the referral group. There was no statistically
significant difference in the concentration of AdoHcy. Methylation potential in this group was
consequently statistically significantly higher. In the group of mothers of newborn with
congenital heart disease we have found statistically significant increased of AdoHcy compared to
the referral group, but no statistically significant difference in the concentration of AdoMet.

Methylation potential was statistically significantly lower, according to the hypothesis.

Increased concentrations of AdoMet or AdoHcy measured in our groups of examinees
and statistically significant differences in the methylation potential values in our groups of
examinees compared to the reference values point to changed methylation processes which can
contribute to the pathogenesis of congenital heart disease. It is explained in the dissertation how
changes in methylation potential and the increased concentration of AdoMet and AdoHcy may
affect the methylation processes within the cell and contribute to increased risk of congenital

heart disease.

There was no statistically significant difference in the prevalence of polymorphisms
rs13043752 and rs41301825 of the AHCY genes in the study groups compared to healthy

subjects, suggesting that they are not associated with increased risk of congenital heart disease.

The results of this study indicate that methylation disorders are involved in pathogenesis
of congenital heart diseases. Further studies are needed to elucidate the exact mechanism by
which disturbed methylation leads to changes in epigenetic programming of genes and other
recipients of the methyl group and consequently to higher risk of congenital heart disease and

changes in the programming of methylation processes in the fetus.
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PRILOG

Anketni list za istrazivanje metilacijskih poremecaja u prirodenim sr¢anim greSakama

Prezime i ime ispitanika:

Prezime i ime majke ispitanika:

Datum rodenja ispitanika:

Adresa:

Broj telefona:

Datum uzimanja uzorka ispitanika:

Datum uzimanja uzorka majke ispitanika:

Kardioloska dijagnoza ispitanika (popunjava kardiolog ili neonatolog):

Osnova dijagnoze (zaokruziti): a) klini¢ki pregled, b) EKG, c) ultrazvuk, d) kateterizacija srca, €) operacijski nalaz

Ostale bolesti i/ili malformacije u djeteta (ako ih ima, molimo navesti)

Jeste li Vi, majka djeteta, uzimali 400 mcg folne kiseline svakodnevno da 0 "™ [
4 tjedna prije zaceéa i 8 tjedana nakon zaceca:

Ako je koli¢ina drugacija ili je razdoblje uzimanja drugacije, molim navedite:

Jeste li Vi, majka djeteta, uzimali vitamin B, svakodnevno daE| ne [
4 tjedna prije zaceéa i 8 tjedana nakon zaceca:

Ako da, u kojoj dozi :

Je ste li Vi, majka djeteta,uzimali 400 mcg folne kiseline da ] ne []
trenutku uzimanja uzorka krvi Vaseg djeteta:

Ako je koli¢ina drugacija, molim navedite:

Jeste li Vi, majka djeteta, uzimali vitamin By, da [] ne []
u trenutku uzimanja uzorka krvi Vaseg djeteta:
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Ako da, u kojoj dozi :

Je ste li Vi, majka djeteta, uzimali 400 mcg folne kiseline
u trenutku uzimanja uzorka Vase krvi :

Ako je koli¢ina drugadija, molim navedite:

Jeste li Vi, majka djeteta, uzimali vitamin By, u trenutku uzimanja uzorka Vase krvi:

Ako da, u kojoj dozi:

Jeste li u trenutku uzimanja uzorka Vase krvi trudni:

Ispunio: Datum i mjesto:

da[]

da[]

da|:|

ne|:|

ne []

HED
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