Matgorzata Kalemba-Drozdi’

Niedobory foliandw w diecie 1 ich wptyw
na stabilno$¢ genetyczng”

Abstract

Folates take part in many major biochemical processes in human cells including:
replication, DNA repair, DNA methylation and detoxification processes. Folic acid
deficiency in diet increases the risk of neural tube defect in fetus, cardiovascular
disease in adults and furthermore the loss of genetic stability and, as the conse-
guence, neoplastic diseases. The dietary deficiency of folic acid affects more than
90% of population in Malopolska Province.
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Zmiany w materiale genetycznym wynikajace z niedoboréw dietetycznych
mogga przypominac uszkodzenia powodowane przez promieniowanie jonizuja-
ce: pojedynczo- i podwdjnoniciowe pekniecia DNA oraz modyfikacje oksydacyj-
ne zasad azotowych. Stwierdzono, ze niedobory niektdrych sktadnikéw, takich
jak: witamina C, witamina A, witamina E, cynk i zelazo, prowadzg do zwieksze-
nia ilosci oksydacyjnych uszkodzern DNA. Podobnie niezrealizowanie dziennego
zapotrzebowania na kwas foliowy prowadzi do zmniejszenia stabilnosci gene-
tycznej przez wzrost poziomu btednie wbudowanego uracylu, zmiane stopnia
metylacji i pekniecia chromosoméw [1-6]. Poziom uszkodzerh DNA zalezy za-
réwno od ich bezposredniej indukgji, jak i od wydajnosci usuwania hydroksylo-
wych metabolitéw posrednich, zwykle w procesach sprzegania z niskoczastecz-
kowymi zwigzkami, takimi jak glutation czy grupy metylowe. Niedobory tych
ostatnich sg zwigzane z niewystarczajaca iloscig spozywanego kwasu foliowego
i/lub z niska aktywnoscig enzymu, reduktazy 5,10-metylenotetrahydrofolianu
(MTHFR). Aktywnosc¢ tego enzymu determinowana jest polimorfizmem kodu-
jgcego go genu.
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Pochodne kwasu foliowego — foliany, uczestniczg w wielu reakcjach bioche-
micznych w komorkach. Foliany sg gtéwnym przenosnikiem grup jednoweglo-
wych o réznym stopniu utlenienia, przez co mogga uczestniczyé w szeregu roz-
norodnych reakcji enzymatycznych. Sg niezbedne wszystkim komérkom orga-
nizmu, jednak ich niedobory najszybciej ujawniajg sie w pogorszeniu kondycji
nabtonkéw, w uktadzie krwiotwdrczym w postaci niedokrwistosci oraz w ukta-
dzie nerwowym. Wchtanianie kwasu foliowego z uktadu pokarmowego jest sil-
nie zaburzane przez alkohol, nikotyne, srodki antykoncepcyjne i niektére leki.

Podstawowg postacig koenzymatyczng kwasu foliowego jest jego zreduko-
wana forma — tetrahydrofolian (THF) (ryc. 1).

Rycina 1. Wzér chemiczny kwasu foliowego

2-NH2-4-OH-pterydyna kw.p-aminobenzoesowy | kw.L-glutaminowy

Dzieki wystepowaniu na réznych stopniach utlenienia THF moze przenosié
grupy: metylowe, metylenowe, metenylowe, formylowe, formiminowe. Bierze
wiec udziat w przemianach szeregu aminokwasow (seryny, glicyny, histydyny),
resyntezie metioniny i biosyntezie zasad purynowych i pirymidynowych — pre-
kursoréw DNA i RNA.

Gtéwnym zrédtem pokarmowym kwasu foliowego sg warzywa, przede
wszystkim zielone, owoce, produkty petnoziarniste, a takze mieso i watroba.
W pewnym stopniu kwas foliowy jest réwniez syntetyzowany przez endogenna
flore jelitowa. Pod wptywem enzyméw jelitowych poliglutaminowe pochodne
kwasu foliowego zostajg rozszczepione do monoglutamylofolianéw i w takiej
postaci sg absorbowane do ukfadu krwionosnego. Kwas foliowy jest redukowa-
ny do dihydrofolianu (DHF), a nastepnie redukowany przez reduktaze dihydro-
folianowa (DHFR) do tetrahyrofolianu (THF). Rycina 2 przedstawia uproszczony
schemat reakcji metabolicznych zwigzanych ze stabilnoscig genetyczng, w kto-
rych uczestniczg foliany.
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Rycina 2. Schemat szlakéw metabolicznych z udziatem kwasu foliowego
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BHMT — S-metylotransferaza betaina-homocysteina, CBS — syntaza cystationinowa, COMT
— O-metyltransferaza katecholowa, DHF — dihydrofolian, MS — syntaza metioninowa, ktérej
kofaktorem jest witamina B12, MTHFR — reduktaza 5,10-metylenotetrahydrofolianu, kto-
rej kofaktorem jest witamina B6, SAM — S-adenozylometionina, donor grup metylowych dla
COMT, SHMT — hydroksymetylotransferaza serynowa, THF — tetrahydrofolian, TS — syntaza
tymidylanowa.

Niedobory foliandw moga wptywaé na stabilnos¢ genetyczng komoérek
poniewaz foliany biorg udziat w produkcji de novo puryn oraz syntezie tymi-
dyny. Do syntezy puryn niezbedne sg 5,10-metylenoTHF oraz 10-formyloTHF.
W wyniku utlenienia 5,10-metylenoTHF do 5,10-metenyloTHF, a nastepnie
przeksztatcenia go, powstaje 10-formyloTHF, ten zas moze odwracalnie by¢ izo-
meryzowany do 5-formyloTHF.

5,10-metylenoTHF stuzy jako donor grup metylowych do syntezy tymidy-
ny z mononukleotydu urydynowego, za co odpowiada syntaza tymidylanowa.
W trakcie reakcji metylacji monofosforanu deoksyurydyny do monofosforanu
deoksytymidyny, tetrahydrofolian zostaje utleniony do dihydrofolianu (DHF),
ktéry nastepnie moze by¢ redukowany do THF w reakcji katalizowanej przez
reduktaze dihydrofolianu (DHFR). Niedobory kwasu foliowego prowadzg do
zmniejszenia sie puli tyminy niezbednej do polimeryzacji i naprawy DNA. W ta-
kim przypadku moze dojs¢ do btednego wbudowywania uracylu w miejsce
tyminy do DNA. Obecnos$¢ uracylu w DNA jest takze wynikiem spontanicznej
deaminacji deoksycytozyny. Takie zaburzenie ma wysoki potencjat mutagenny,
poniewaz naprzeciwko uracylu wbudowywana jest preferencyjnie adenina, co
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w trakcie replikacji moze prowadzi¢ do zmiany pary zasad GC na AT w potom-
nej czasteczce DNA. W ludzkim materiale genetycznym codziennie pojawia sie
srednio kilkaset czgsteczek uracylu, zas w przypadku niedoboréw kwasu folio-
wego ta liczba wzrasta do 4 milionow.

Btednie wbudowany nukleotyd urydylowy jest specyficznie wycinany przez
glikozylaze uracylowa (UDG). Luki w DNA s3 uzupetniane przez polimeraze
DNA, a konce nici tgczone przez ligaze. Jezeli w trakcie procesdw naprawczych
nadal panuje deficyt folianéw, a co za tym idzie nukleotyddw tymidynowych,
komorce grozi catkowita destabilizacja genetyczna poniewaz mogg wtedy po-
wstaé podwdjnoniciowe pekniecia DNA i aberracje chromosomowe.

Tak silne zaburzenia integralno$ci genomu moga prowadzié¢ do kanceroge-
nezy. Wykazano, iz limfocyty in vitro hodowane w pozywce pozbawionej kwasu
foliowego charakteryzuje znacznie obnizona zdolnos¢ naprawy oksydacyjnych
uszkodzerh DNA indukowanych nadtlenkiem wodoru w poréwnaniu do komoé-
rek hodowanymi w pozywce bogatej w foliany [7]. Natomiast nasze badania
wskazujg, ze poziom btednie wbudowanego uracylu do DNA limfocytéw kobiet
w wieku reprodukcyjnym ulega obnizeniu pod wptywem suplementacji diety
400 pg kwasu foliowego dziennie. Ponadto stwierdzono, ze po 4-tygodniowej
suplementac;ji diety o 400 ug kwasu foliowego dziennie, obnizeniu ulega row-
niez poziom uszkodzen oksydacyjnych [5, 6]. Dane te potwierdzajg doniesienia,
ze niedobory foliandw w organizmie s wigzane ze wzrostem ryzyka nowotwo-
réw ptuc, piersi, przetyku, mézgu i jelita grubego [1, 8].

Jednoczesnie kwas foliowy odgrywa wazng role w utrzymywaniu wtasciwe-
go poziomu metylacji genomu, co rowniez przektada sie na stabilnos¢ gene-
tyczng komoérki. 5,10-metylenoTHF (N® N°-metylenotetrahydrofolian) ulega
redukcji pod wptywem reduktazy metylenotetrahydrofolianowej (MTHFR) do
5-metyloTHF (N>-metylotetrahydrofolian), ktérego stezenie mierzone jest w su-
rowicy krwi. MTHFR jest enzymem limitujgcym cykl aktywnego metylu. 5-me-
tyloTHF stuzy jako donor grupy metylowej w reakcji remetylacji homocysteiny
do metioniny. Kofaktorem syntazy metioninowej jest witamina B12. Metionina
natomiast jest prekursorem S-adenozylometioniny (SAM). SAM jest swoistym
buforem grup metylowych. SAM uczestniczy w licznych reakcjach jako ich do-
nor, miedzy innymi w procesie metylacji DNA oraz inaktywacji zwigzkéw aro-
matycznych w Il fazie detoksyfikacji. Niewystarczajace stezenie SAM prowadzi
do hipometylacji DNA istotnej dla utrzymania homeostazy komérkowej [9-11].
Po przeniesieniu grupy metylowej z SAM na substrat powstaje S-adenozyloho-
mocysteina (SAH), ktora nastepnie ulega hydrolizie do adenozyny i homocyste-
iny. Niedostateczna podaz foliandw oraz witaminy B12 skutkuje obnizeniem
stezenia S-adenozylometioniny.

Homocysteina moze stanowi¢ posredni substrat do syntezy cysteiny przez
syntaze cystationiny zalezng do witaminy B6, gdzie donorem grupy metylowej
jest betaina [12]. Odpowiednia ilo$¢ 5-metyloTHF zapobiega nagromadzaniu
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homocysteiny i odnawianiu puli metioniny. Odktadanie sie homocysteiny jest
czynnikiem patogennym (homocysteinemia) w chorobach zwigzanym z ukta-
dem krazenia i niedorozwojem umystowym [12].

Do hipometylacji ggnomowej moze dojs$é¢ w efekcie niedoboru kwasu folio-
wego, a takze w wyniku deficytu witaminy B12. Metylacja specyficznych cyto-
zyn w sekwencji DNA odgrywa kluczowa role w regulacji ekspresji genéw. Oko-
to 4% cytozyn w DNA komorek ssakow jest w formie zmetylowane]. Wystepuja
one najczesciej w sekwencjach palindromowych oraz w dwdéjkach nukleotydo-
wych C"G. Zmiany poziomu metylacji w obrebie regionéw promotorowych sta-
nowig wazny czynnik kontroli transkrypcji gendw mogace prowadzi¢ do supre-
sji transkrypcji. Hipometylacja moze potencjalnie indukowa¢ protoonkogeny
prowadzac do promocji procesdw nowotworowych. Natomiast hipermetylacja
regiondw promotorowych genéw supresorowych moze prowadzi¢ do ich inak-
tywacji powodujac destabilizacje proceséw komérkowych.

Badanie poziomu metylacji DNA oraz wzorca metylacji wybranych gendéw
stanowig dobry sposdb oceny inicjacji kancerogenezy. Badania nad nowotwo-
rami piersi, prostaty, macicy, okreznicy i tarczycy sugeruja, ze pojawienie sie
mutacji jest konsekwencjg wczesniejszej hipometylacji [1, 2, 7, 13—15]. U oséb
poddanych dfugoterminowej diecie ubogiej w kwas foliowy wykazano wyste-
powanie hipometylacji w DNA limfocytéw izolowanych z krwi obwodowej. Po
przywrdceniu prawidtowo zbilansowane] diety o odpowiedniej ilosci foliandw,
metylacja wracata do poziomu wyjsciowego [1, 2].

Kwas foliowy jest czynnikiem niezwykle istotnym w czasie cigzy. Jego niedo-
bory ograniczajg wzrost i tempo podziatéw komérkowych, co moze prowadzi¢
do powaznego niedorozwoju ptodu, schorzer miesnia sercowego, zaburzenia
rozwoju uktadu nerwowego. Najlepiej poznanym objawem chorobowym, jaki
niedobory foliandw mogg wywieraé na rozwéj ptodu, jest rozszczepienie cewy
nerwowej u niemowlat [16]. Deficyt folianéw wptywa réwniez na przedwczes-
ny pordd oraz niskg wage urodzeniowg niemowlat, co jest prawdopodobnie
spowodowane niedorozwojem tozyska [17]. W czasie cigzy foliany z krwiobiegu
matki s3 wychwytywane przez receptory folianowe komérek kosmowki, a na-
stepnie zgodnie z malejagcym gradientem stezen, sg przekazywane do krazenia
ptodu.

Zaktada sie, ze zalecane dzienne spozycie kwasu foliowego wynosi 270 ug,
przy czym zapotrzebowanie na foliany ro$nie u oséb starszych, spozywajgcych
nawet nieznaczne ilosci alkoholu, naduzywajacych kapieli stonecznych oraz ko-
biet przyjmujacych srodki antykoncepcyjne. Natomiast dla kobiet ciezarnych
wartos$¢ zapotrzebowania dietetycznego na foliany ksztattuje sie na poziomie
400 pg dziennie. Za deficyt foliandw uznaje sie stan, gdy ich stezenie w erytro-
cytach jest nizsze niz 140 ng/ml, oraz mniejsze niz 6 ng/ml w surowicy [18].
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Rycina 3. Spozycie kwasu foliowego w diecie kobiet z Matopolski
n =512 (bez suplementacji)
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Stosujac metode analizy kwestionariuszy zywieniowych, stwierdzono, ze
u 90% kobiet zaréwno w ciazy, jak i kobiet nieciezarnych z wojewddztwa mato-
polskiego wystepujg niedobory kwasu foliowego w diecie, zas u ponad potowy
ankietowanych, realizacja zapotrzebowania na kwas foliowy nie osiggneta na-
wet potowy rekomendowanego poziomu (ryc. 3). Zalecana suplementacja 400
pg kwasu foliowego dziennie przez 4 tygodnie u kobiet w wieku rozrodczym
oraz przez caty okres cigzy u kobiet ciezarnych spowodowata, ze w surowicy
stezenie folianéw nie spadto ponizej 13 ng/ml.

Pomimo ze niniejsze badanie koncentrowato sie wytgcznie na kobietach, na
podstawie danych socjologicznych mozna wnioskowad, iz kwestia niedoboréw
dietetycznych kwasu foliowego dotyczy w takim samym lub nawet wiekszym
stopniu réwniez mezczyzn [34].

Gtéwnym folianem, ktdrego stezenie oznacza sie w surowicy jest 5-mety-
IoTHF [19]. Ustalono, ze aby utrzymac stabilno$é genetyczng komérek rozumia-
ng jako: zapobieganie hipometylacji, zapobiegania btednemu wbudowywaniu
uracylu do DNA, wprowadzaniu peknieé¢ pojedynczo- i podwdjnoniciowych
DNA oraz aberracji chromosomowych, wymagane jest srednie stezenie folia-
néw w surowicy powyzej 21 ng/ml, oraz powyzej 464 ng/ml w erytrocytach [4,
20]. Wedtug niektoérych badan optymalny poziomu kwasu foliowego w surowi-
cy warunkujacy utrzymanie stabilnosci genetycznej powinien przekracza¢ 13
ng/ml lub 313 ng/ml foliandéw w krwinkach czerwonych [2, 18]. Erytrocyty sta-
nowig gtéwny rezerwuar kwasu foliowego. Krétkotrwate niedobory folianéw
w diecie nie sg w stanie zaktéci¢c metabolizmu tego zwigzku, dopiero dtugo-
trwaty deficyt moze naruszyé magazynowane rezerwy [21]. Dane epidemiolo-
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giczne pochodzace z Irlandii i USA, dowodzg, ze deficyt kwasu foliowego jest
najczesciej wystepujgcym niedoborem sposrdd wszystkich witamin [21-27].
Nalezy wspomnie¢, ze diete ubogg w foliany czesto tez charakteryzuje deficyt
witamin przeciwutleniajgcych. Stad w konsekwencji obnizony status antyoksy-
dacyjny z jednoczesnym niedoborem kwasu foliowego stanowi czynnik ryzyka
w promowaniu niestabilnosci genetycznej [3, 18, 20, 28—30]. Potwierdzono,
ze dieta suplementowana kwasem foliowym przez 4 tygodnie, sprzyja redukcji
ilosci endogennych uszkodzen oksydacyjnych DNA w limfocytach izolowanych
z krwi obwodowej kobiet w wieku rozrodczym [5].

Wysokie spozycie kwasu foliowego nie jest jednak jedynym warunkiem sta-
bilnosci genetycznej. Niedobory witaminy B12 — kofaktora syntazy metionino-
wej, prowadzi¢ moga do tzw.: putapki folianowej, czyli gromadzenia sie 5-mety-
loTHF wobec niemoznosci wykorzystania go w reakcji metylacji homocysteiny
do metioniny. Brak regeneracji 5-metyloTHF do tetrahydrofolianu prowadzi do
obnizenia poziomu 5,10-metylenoTHF, stanowigcego donor grupy metylowe;j
dla syntazy tymidylanowej i wzrostu poziomu btednie wbudowanego uracylu
do DNA[3, 4,6, 12, 28].

Rycina 4. Wzdér chemiczny witaminy B12
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Zazwyczaj deficytem witaminy B12 okresla sie stan, gdy jej stezenie w suro-
wicy jest nizsze niz 150 pg/ml. Zrédtem pokarmowym kobalaminy jest wytacz-
nie pokarm pochodzenia zwierzecego, szczegdlnie mieso i watroba. Niedobory
w zwigzku z tym dotyczg przede wszystkim wegan oraz oséb z niedoborem
czynnika Castle’a, niezbednego do wchtaniania tej witaminy, co czesto wyste-
puje u osdb starszych.

Witamina B12 w organizmie ludzkim jest kofaktorem tylko dwéch enzymow:
syntazy metionowej i mutazy metylomalonylo-CoA, ktéra katalizuje zalezng od
adenozylokobalaminy izomeryzacje L-metylomalonylo-CoA do bursztynylo-
CoA. Koenzym B12 stanowi zrédto wolnych rodnikéw niezbednych do przebie-
gu tych reakcji, polegajacych na zmianie dwéch grup pomiedzy atomami wegla
substratéw.

Badania z zastosowaniem metody mikrojgder wykazujg, ze poziom witami-
ny B12 we krwi zapobiegajacy niestabilnosci genetycznej powinien przekraczac
200 pg/ml [2, 31]. Zastosowanie znacznie czulszej metody kometowej do ba-
dania uszkodzern DNA w limfocytach pokazato jednak, ze stezenie witaminy B12
nie powinno by¢ nizsze niz 400 pg/ml [6].

Deficyt kwasu foliowego w pozywieniu ma szczegdlne znaczenie dla ilosci
btednie wbudowanego uracylu do DNA u oséb, u ktérych aktywnosé reduktazy
metylenotetrahydrofolianu (MTHFR) (EC 1.5.1.20) kodowanej przez polimor-
ficzny gen MTHEFR jest niska. Gen MTHFR znajduje sie na chromosomie 1p36.3
i sktada sie z 11 eksondw. Wystepujg w nim dwa dobrze opisane miejsca zmien-
nosci pojedynczych nukleotydéw. W obrebie eksonu 4 kodujgcego domene ka-
talityczng MTHFR wystepuje tranzycja cytozyny na tymine w pozycji 677 w 222
kodonie, powodujgc zastgpienie alaniny waling w biatku. Zmiana ta skutkuje
powstaniem enzymu o nizszej aktywnosci katalitycznej oraz o nizszej stabilno-
sci cieplnej w warunkach in vitro [32].

Polimorfizm ten determinuje wystgpienie trzech grup fenotypowych. He-
terozygotycznos¢ MTHFR w pozycji 677 CT powoduje, ze mierzona aktywnosc
reduktazy metylenotetrahydrofolianu spada do 60% w stosunku do homozygo-
ty dzikiego typu CC, natomiast homozygoty TT wykazujg aktywno$é zreduko-
wang do okoto 30%. Chociaz polimorfizmy wystepujgce w pozycjach 677 i 1298
MTHFR (ekson 4 i 7) mogag mie¢ przeciwstawny wptyw fenotypowy na stezenie
kwasu foliowego we krwi, to obydwa sg wigzane z redukcja ryzyka kanceroge-
nezy [33].

Niska konwersja 5,10-metylenoTHF w 5-metyloTHF zabezpiecza pule sub-
stratu dla syntazy tymidylanowej, natomiast przesuniecie rdwnowagi w kie-
runku 5-metyloTHF zwieksza jego pule niezbedng do proceséw naprawczych
i detoksyfikacyjnych, ktérym sprzyja wysoka podaz grup metylowych. Wysokie
stezenie metioniny i SAM — inhibitoréw enzymu MTHFR oraz niski poziom ko-
faktora dinukleotydu flawinowo-adeninowego (FAD), spowodowanego np. nie-
doborami ryboflawiny (witaminy B2), bedacej prekursorem FAD, zmniejszaja
aktywnos$é MTHFR.
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Ze wzgledu na istotng role foliandw w utrzymaniu stabilnosci genetycznej
komoérek oraz fakt, ze jego niedobory dotyczg ponad 90% populacji Matopolski,
bedacej dobrym reprezentantem catego kraju, wskazane jest podjecie dziatan
edukacyjnych w spoteczenstwie w celu zwiekszenia Swiadomosci zdrowotne;j
i promocji prawidtowej, bogatej w kwas foliowy diety. Obowigzkowa suple-
mentacja kwasem foliowym diety kobiet ciezarnych wydaje sie, przy obecnym
stanie rzeczy, stusznym zaleceniem. Natomiast ze wzgledu na niezmiernie waz-
ne funkcje kwasu foliowego petnione w naszym organizmie niezaleznie od wie-
ku i ptci, przede wszystkim istnieje koniecznos¢ ksztattowania wtasciwych na-
wykow i wyboréw zywieniowych w catym naszym spoteczenstwie, a zwtaszcza
wsrod oséb mtodych.
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