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Sazetak

Metilacija, prijenos metilne skupine ($CH_3$), temeljni je bioloski proces koji djeluje na sjecistu
prehrane, genetike i okolisa. Ovaj pregledni rad pruza integrativnu analizu trostruke uloge
metilacije: (1) kao kljuénog metabolickog regulatora, (2) kao primarnog mehanizma epigenetske
kontrole ekspresije gena, i (3) kao centralnog faktora u klinickoj patologiji. Detaljno se istrazuju
metioninski i folatni ciklusi, sinteza S-adenozilmetionina (SAMe) te uloga metilacije u proizvodnji
energije i hormonalnoj detoksikaciji. Rad kritiCki evaluira klinicke implikacije disfunkcionalne
metilacije, ukljuCujuci kontroverznu ulogu homocisteina u kardiovaskularnim bolestima (kauzalni
faktor vs. biomarker) i nedostatak klinicke korisnosti rutinskog MTHFR testiranja, suprotno
popularnom vjerovanju. Konacno, predlaze se znanstveno utemeljen dijagnosticki pristup,
naglasavajuci personaliziranu medicinu kao klju¢ za optimizaciju ovog vitalnog biokemijskog puta.

Kljuéne rije€i: metilacija, jednougljicni metabolizam, S-adenozilmetionin (SAMe), DNA
metilacija, epigenetika, homocistein, MTHFR, vitamin B12, folat, personalizirana medicina

Abstract

Methylation, the transfer of a methyl group ($CH_3$), is a fundamental biological process
operating at the intersection of nutrition, genetics, and the environment. This review provides an
integrative analysis of the threefold role of methylation: (1) as a key metabolic regulator, (2) as a
primary mechanism of epigenetic gene expression control, and (3) as a central factor in clinical
pathology. The methionine and folate cycles, the synthesis of S-adenosylmethionine (SAMe), and
the role of methylation in energy production and hormonal detoxification are explored in detail.
The paper critically evaluates the clinical implications of dysfunctional methylation, including the
controversial role of homocysteine in cardiovascular disease (causal factor vs. biomarker) and
the lack of clinical utility for routine MTHFR testing, contrary to popular belief. Finally, an evidence-
based diagnostic approach is proposed, emphasizing personalized medicine as the key to
optimizing this vital biochemical pathway.

Keywords: methylation, one-carbon metabolism, S-adenosylmethionine (SAMe), DNA
methylation, epigenetics, homocysteine, MTHFR, vitamin B12, folate, personalized medicine
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Kljuéne Poruke (Key Messages)

Metilacija je dinamicki metabolicki proces koji povezuje prehranu (posebno B vitamine i
magnezij) s regulacijom gena (epigenetika), proizvodnjom energije (kreatin, karnitin) i
detoksikacijom hormona (estrogeni putem COMT-a).

PoviSeni homocistein (Hcy) je sloZzeni marker rizika. Dokazi iz Mendelske randomizacije
sugeriraju da je Hcy vjerojatno kauzalni faktor za mozdani udar, ali prvenstveno
biomarker (ne uzrok) za infarkt miokarda.

Suplementacija B vitaminima ucinkovito snizava Hcy, ali klinicka korist (prevencija KVB)
uglavnom nije dokazana u velikim RCT-ovima, osim skromne koristi u prevenciji mozdanog
udara u populacijama bez obogacivanja hrane folnom kiselinom.

Rutinsko genetsko testiranje na uobic¢ajene MTHFR polimorfizme (C677T, A1298C) se ne
preporucuje od strane vodecih medicinskih tijela (ukljucuju¢i ACMG i ACOG) jer nema
dokazanu kliniCku korisnost i ne mijenja terapijski pristup.

Klini¢ki fokus u dijagnostici treba biti na funkcionalnim markerima (homocistein, serumski
B12, folat i MMA), a ne na samom MTHFR genotipu.

Uvod: Metilacija kao Sredi$nji Regulator BioloSkih Sustava

Metilacija je temeljni i sveprisutni biokemijski proces koji, unato€ svojoj kemijskoj jednostavnosti,
predstavlja kljuéni regulatorni sloj u eukariotskim stanicama (Kurdyukov i Bullock, 2016). Proces
obuhvaca prijenos metilne skupine ($CH_3$) s molekule donora na razli¢ite supstrate, ukljucujuci
DNA, RNA, proteine i fosfolipide (Cantoni, 1996). Ova naizgled suptilna modifikacija upravlja
stotinama klju¢nih stani¢nih funkcija, djelujuc¢i kao sredi$nji operativni sustav koji osigurava
homeostazu i prilagodbu organizma. Utjecaj metilacije proteze se kroz tri fundamentalne domene
koje ¢e ovaj izvjestaj detaljno istraziti.

Prvo, u domeni metabolitke homeostaze, metilacija djeluje kao ,biokemijska rafinerija” koja sirove
nutrijente pretvara u biolo8ki aktivne molekule neophodne za sintezu energije i esencijalnih
spojeva. Drugo, kao kamen temeljac epigenetske regulacije, metilacija kontrolira ekspresiju gena,
Sto je presudno za stani¢nu diferencijaciju, normalan razvoj i dinami¢an odgovor na okolisne
podrazaje (Moore i sur., 2013). Trece, s kliniCkog stajalidta, disfunkcionalna metilacija usko je
povezana sa Sirokim spektrom patoloskih stanja, od kardiovaskularnih bolesti i karcinoma do
neuropsihijatrijskih poremecaja (Eijsink i sur., 2022). Ovaj pregledni rad pruzit ¢e integrativho
razumijevanje ovog vitalnog procesa, vodeci Citatella od molekularnih osnova i biokemijskih
puteva do klinickih implikacija i personaliziranih terapijskih pristupa.

Biokemija Metilacijskog Ciklusa: Molekularni Mehanizmi i Regulacija

U srediStu stanicnog metabolizma nalazi se kompleksna mreza biokemijskih puteva poznata kao
jednouglji¢ni metabolizam, €iju srz €ine metioninski i folatni ciklus. Ovi ciklusi nisu izolirani, veé
su neraskidivo povezani, osiguravajuci kontinuiranu opskrbu metilnim skupinama za stotine
vitalnih biokemijskih reakcija.

Metioninski i Folatni Ciklus: Povezana Mreza Jednougljicnog Metabolizma

Jednouglji¢ni metabolizam integrira nutrijente iz okoliSa kako bi podrZao klju¢ne bioloSke funkcije,
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ukljucujuci sintezu nukleotida, neurotransmitera i epigenetsku regulaciju (Obeid i sur., 2018).

Metioninski Ciklus zapocinje s esencijalnom aminokiselinom metioninom. U kljuénom koraku
koji zahtijeva energiju, enzim metionin-adenoziltransferaza (MAT) katalizira reakciju izmedu
metionina i adenozin-trifosfata (ATP), pri éemu je magnezij esencijalni kofaktor (Obeid i sur.,
2018). Rezultat ove reakcije je S-adenozilmetionin (SAMe), visokoenergetska molekula i
univerzalni donor metilne skupine. Nakon $to SAMe donira svoju metilnu skupinu supstratu u
reakciji koju katalizira specificna metiltransferaza, on se pretvara u S-adenozilhomocistein (SAH).
SAH se zatim reverzibilno hidrolizira u homocistein (Hcy) i adenozin (Cantoni, 1996). Sudbina
homocisteina je klju¢na to¢ka regulacije; on se moze ili nepovratno usmijeriti u transsulfuracijski
put za sintezu cisteina i glutationa ili remetilirati natrag u metionin, ¢ime se ciklus zatvara.

Folatni Ciklus osigurava metilnu skupinu potrebnu za remetilaciju homocisteina. Folat (vitamin
B9) iz prehrane ulazi u stanicu i, kroz niz enzimskih reakcija, biva reduciran do svog aktivhog
oblika, tetrahidrofolata (THF). Kljuéni, ireverzibilni korak u ovom ciklusu katalizira enzim 5,10-
metilentetrahidrofolat reduktaza (MTHFR). Ovaj enzim pretvara 5,10-metilentetrahidrofolat u 5-
metiltetrahidrofolat (5-MTHF), primarni cirkulirajuci oblik folata i direktni donor metilne skupine za
metioninski ciklus (Dean, 2012).

Poveznica Ciklusa ostvaruje se putem enzima metionin sintaze (MTR). Ovaj enzim, koji kao
kofaktor koristi metilkobalamin (aktivni oblik vitamina B12), katalizira prijenos metilne skupine s
5-MTHF na homocistein. Ovom reakcijom istovremeno se regeneriraju metionin, koji ponovno
ulazi u metioninski ciklus, i tetrahidrofolat, koji nastavlja sudjelovati u folatnom ciklusu (Obeid i
sur., 2018). Ova kljuéna reakcija ilustrira biokemijsku isprepletenost folata, vitamina B12 i
metionina, gdje nedostatak jednog nutrijenta moze poremetiti cijelu mrezu.

S-adenozilmetionin (SAMe): Univerzalni Donor Metilne Skupine

S-adenozilmetionin (SAMe) zauzima srediSnje mjesto u metilacijskom ciklusu, djelujuéi kao
,biokemijska valuta” metilnih skupina (Cantoni, 1996). Njegova sinteza predstavlja znacajnu
investiciju staniCne energije, jer zahtijeva potpunu hidrolizu ATP-a (Obeid i sur., 2018). Kao glavni
donor metilne skupine, SAMe sudjeluje u viSe od 50 razli€itih transmetilacijskih reakcija, koje
uklju€uju metilaciju DNA, RNA, histona, proteina, fosfolipida i monoaminskih neurotransmitera
(Cantoni, 1996; Wang i sur., 2024).

Regulacija metilacijskog kapaciteta stanice usko je povezana s unutarstani¢nim omjerom SAMe
i njegovog nusprodukta, S-adenozilhomocisteina (SAH). Ovaj omjer SAM/SAH sluzi kao kljucni
funkcionalni biomarker stani¢ne metilacijske sposobnosti (Obeid i sur., 2018; Lo, 2017).
Akumulacija SAH djeluje kao snazan inhibitor ve¢ine SAMe-ovisnih metiltransferaza putem
mehanizma povratne sprege (Bravo et al.,, 2022). Buduéi da je reakcija hidrolize SAH u
homocistein reverzibilna, povisene razine homocisteina pomi€u ravnotezu prema stvaranju SAH.
Ovo stvara mehanizam inhibicije produkta: po€etni problem, poput smanjene aktivnosti MTHFR
enzima, dovodi do nakupljanja homocisteina. To nakupljanje zatim aktivno suprimira preostalu
funkciju metilacije kroz poveéanje koncentracije SAH, pogorSavajuci poCetni poremecaj. Na taj
nacin, poviSeni homocistein nije samo pasivni marker loSe metilacije, ve¢ i njezin aktivni supresor,
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Sto objasnjava zasto Cak i blago poviSene razine mogu imati znacajne kliniCke posljedice.
Metilacijski ciklus, stoga, funkcionira kao visoko regulirani metaboli¢ki ¢vor koji integrira signale
iz prehrane (folat, B12, metionin) i energetskog statusa stanice (ATP) kako bi se proizvela klju¢na
regulatorna molekula (SAMe) i fino podesila stani¢na funkcija.

Uloga Metilacije u Energetskom Metabolizmu: Kreatin i Karnitin

Osim svoje uloge u epigenetici i sintezi neurotransmitera, metilacijski ciklus je fundamentalno
povezan sa stanicnom energetskom homeostazom. SAMe djeluje kao centralno metabolicko
¢voriste (Ouyang et al., 2020) koje usmjerava metilne skupine prema dva klju¢na anaboli¢ka puta
koji su veliki potrosaci metilacijskog kapaciteta: sintezi kreatina i karnitina.

Sinteza Kreatina: Ovaj proces je vjerojatno najveci pojedinacni potroSa¢ SAMe-a u tijelu. Studija
Steada et al. (2001) procijenila je da sinteza kreatina troSi vise od 50% ukupnih metilnih
skupina koje donira SAMe. Sinteza se odvija u dva koraka koja uklju€uju razliCite organe: (1)
enzim AGAT (u bubrezima) stvara gvanidinoacetat (GAA), i (2) enzim GAMT (u jetri) koristi SAMe
kao jedini donor metilne skupine za pretvaranje GAA u kreatin (da Silva et al., 2013; da Silva et
al., 2008). Funkcija kreatina je energetska: on se u tkivima visokog energetskog prometa (mozak,
kreatin kinazi (CK) da trenutacno regenerira ATP iz ADP-a tijekom intenzivne aktivnosti (Bonilla
et al., 2021). Ova veza je toliko jaka da suplementacija samim kreatinom (koja smanjuje potrebu
za endogenom sintezom) ,Stedi” SAMe i dovodi do pada razine homocisteina (Stead et al., 2001).

Sinteza Karnitina: Metilacija je takoder kljuCna za proizvodnju karnitina. SAMe se Koristi za
trimetilaciju lizinskih ostataka u proteinima, stvarajuci trimetil-lizin (TML), koji je poCetni supstrat
za sintezu karnitina (Maas et al., 2020). Funkcija karnitina je kriticna za energetski metabolizam:
on je esencijalna komponenta ,karnitinskog Satla” (koji ukljuCuje enzime CPT-1 i CPT-2). Ovaj
mehanizam transportira dugolanc¢ane masne kiseline u mitohondrije, gdje se one mogu razgraditi
beta-oksidacijom za proizvodnju velikih koli¢ina ATP-a (Longo et al., 2016; Houten & Wanders,
2010). Zakljuéno, metilacijski ciklus izravno podrzava i brzu, anaerobnu regeneraciju ATP-a
(putem kreatina) i dugotrajnu, aerobnu proizvodnju energije iz masti (putem karnitina), ¢ime se
potvrduje njegova klju¢na uloga u metaboli¢koj homeostazi.
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DNA Metilacija: Epigenetski Arhitekt Genomske Funkcije

DNA metilacija je najstabilniji i najbolje prouen epigenetski mehanizam, koji omogucuje
nasljedne promjene u ekspresiji gena bez promjene u samoj sekvenci DNA (Kurdyukov i Bullock,
2016). Ovaj proces djeluje kao molekularni prekida¢ koji fino podeSava genomsku funkciju,
omogucujuci staniénu specijalizaciju i prilagodbu na okolisne signale.

Molekularni Mehanizmi i Enzimologija

U genomu sisavaca, DNA metilacija uklju€uje kovalentno dodavanje metilne skupine, donirane
od strane SAMe, na peti ugljik (C5 pozicija) citozinske baze, ¢ime nastaje 5-metilcitozin (5mC)
(Moore i sur., 2013). Ovaj proces pretezno se odvija na citozinima koji prethode gvaninu,
poznatim kao CpG dinukleotidi. lako je 60-80 % svih CpG mjesta u genomu metilirano, regije
bogate CpG dinukleotidima, tzv. ,CpG otoci” (CpG islands), koje se Cesto nalaze u promotorskim
regijama gena, u normalnim su stanicama uglavnom nemetilirane, $to omogucuje aktivnu
transkripciju (Gkountaridis i sur., 2021).

Ovaj proces katalizira obitelj enzima poznatih kao DNA metiltransferaze (DNMT) (Jeltsch i sur.,
2017):

DNMT1 (Maintenance Methyltransferase): Ovaj enzim ima kljuénu ulogu u odrzavanju
postoje¢ih obrazaca metilacije tijekom staniCne diobe. Nakon replikaciie DNA, DNMT1
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prepoznaje hemi-metilirane DNA lance (gdje je roditeljski lanac metiliran, a novonastali nije) i
metilira novonastali lanac. Time se osigurava vjerno prenoSenje epigenetske informacije i
odrzavanje stani¢nog identiteta kroz generacije stanica (Jeltsch i sur., 2017).

DNMT3A i DNMT3B (De Novo Methyltransferases): Ovi enzimi su odgovorni za uspostavljanje
novih obrazaca metilacije tijekom embriogeneze i staniCne diferencijacije. Oni metiliraju
prethodno nemetilirana CpG mjesta, postaviljaju¢i temelje za specificne programe genske
ekspresije u razli¢itim tkivima (Jeltsch i sur., 2017).

lako se dugo smatrala termodinamicki stabilnom i gotovo trajnom oznakom, danas je jasno da je
DNA metilacija dinami¢an proces. Obrasci metilacije mogu se brzo mijenjati kao odgovor na
razli€ite stani€ne signale, a demetilacija se moze odvijati pasivno (gubitkom metilacije tijekom
replikacije u odsustvu DNMT1 aktivnosti) ili aktivno, putem obitelji enzima ten-eleven translocase
(TET) (Neri i sur., 2017).

Funkcionalna Uloga u Regulaciji Gena

Primarna funkcija DNA metilacije u promotorskim regijama gena je represija transkripcije,
odnosno ,utiSavanje” gena (Moore i sur., 2013). To se postize kroz dva glavna mehanizma:

Blokiranje vezanja transkripcijskih faktora: Metilna skupina u velikom zlijebu DNA moze fizi¢ki
sprijeciti vezanje specifiCnih transkripcijskih faktora na njihove prepoznatljive sekvence, ¢ime se
onemogucuje inicijacija transkripcije (Moore i sur., 2013).

Regrutiranje represorskih kompleksa: Metilirana CpG mjesta prepoznaju i vezu proteini iz
obitelji metil-CpG-vezuju¢ih domena (MBDs). Ovi proteini zatim regrutiraju vece represorske
komplekse, ukljuujuci histone deacetilaze (HDACSs) i histone metiltransferaze, koji modificiraju
kromatin u zbijenu, transkripcijski neaktivnu strukturu (heterokromatin) (Du i sur., 2015).

Osim regulacije pojedinih gena, DNA metilacija ima kljuénu ulogu u odrZavanju cjelokupne
genomske stabilnosti. Ona utiS8ava potencijalno Stetne transpozonske i retroviralne elemente,
sprjeCavajuci njihovo kretanje po genomu. Takoder je fundamentalna za procese genomskog
imprintinga (ekspresija gena ovisno o roditeljskom podrijetlu) i inaktivaciju jednog od dva X
kromosoma kod zenki sisavaca (Moore i sur., 2013).

Epigenetsko ,,Preslusavanje” (Crosstalk) s Modifikacijama Histona

DNA metilacija ne djeluje izolirano. Ona je dio slozene, medusobno povezane mreze epigenetskih
modifikacija, prvenstveno kroz dinamicko ,presludavanje” (crosstalk) s post-translacijskim
modifikacijama histona (Li Y et al., 2021). Ova interakcija je dvosmjerna i kljuCna za
uspostavljanje, odrzavanje i pojaCavanje transkripcijskog utiSavanja.

Mehanizam 1: DNA metilacija vodi modifikacije histona.

Kao $to je spomenuto, metilirana DNA (5mC) sluzi kao platforma za regrutiranje. Proteini s metil-
CpG-vezuju¢om domenom (MBD), poput MeCP2 i MBD2, prepoznaju i vezu 5mC (Lopez-Serra
L et al., 2008). Ovi MBD proteini djeluju kao ,adapteri” koji zatim privlace velike represorske
komplekse, uklju€ujuéi histon deacetilaze (HDACs) i histon metiltransferaze (HMTs) (Vaissiere T
et al., 2008). HDACs uklanjaju aktivacijske acetilne skupine s histona, dok HMTs (poput SUV3-
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9H) dodaju represivne metiine oznake (npr. H3K9me3), stvaraju¢i tako zbijenu,
heterokromatinsku strukturu koja je transkripcijski neaktivha (Yun M et al., 2011; Zhang T et al.,
2015).

Mehanizam 2: Histonske modifikacije vode DNA metilaciju.

Interakcija teCe i u suprotnom smjeru, gdje histonske oznake aktivno usmjeravaju DNA
metiltransferaze (DNMTs) (Du J et al., 2015).

Odrzavanje (DNMT1): Odrzavanje obrazaca metilacije tijekom staniCne diobe sofisticirano je
koordinirano. Protein UHRF1 djeluje kao ,glavni koordinator” (Li T et al., 2018). Njegova SRA
domena prepoznaje hemi-metilirane DNA lance nastale nakon replikacije, dok njegova RING
domena dodaje ubikvitinske oznake na histone (H3K18/K23ub). Ovaj sklop zatim regrutira i
aktivira DNMT1 kako bi metilirao novi lanac DNA (Fang J et al., 2016). Dodatno, sam DNMT1
enzim posjeduje RFTS domenu koja moze izravno ,Citati" represivnu histonsku oznaku
H3K9me3, Cime se osigurava da regije koje su ve¢ utiS8ane (heterokromatin) ostanu stabilno
metilirane (Ren W et al., 2020). Linker histon H1 takoder doprinosi ovom procesu regrutiranjem
DNMTs i inhibicijom aktivacijskih oznaka (Yang SM et al., 2013).

De Novo (DNMT3A/3B): Uspostavljanje novih obrazaca metilacije takoder je vodeno histonskim
oznakama. De novo metiltransferaze posjeduju PWWP domene koje ,itaju” histonske oznake
povezane s transkripcijom. Pritom, DNMT3A i DNMT3B imaju razli¢ite afinitete: DNMT3A
preferira H3K36me2 (nalazi se u medugenskim regijama i pojacivacima), dok DNMT3B preferira
H3K36me3 (nalazi se unutar tijela aktivno transkribiranih gena) (Baubec T et al., 2015). Smatra
se da metilacija unutar tijela gena sprje€ava pogresnu inicijaciju transkripcije s internih promotora
(Brohm A et al., 2022).

Antagonistic¢ke Interakcije: Odnos nije uvijek suradnicki. Aktivacijske oznake, poput H3K4me3
(koja oznacCava aktivne promotore), snazno inhibiraju vezanje i aktivnost DNMT3 enzima, ¢ime
Stite promotore od metilacije (Baubec T et al., 2015). Sli¢no, odnos s oznakom H3K27me3 (koju
postavlja Polycomb represivni kompleks - PRC2) je slozen; €ini se da je netaknuta DNA metilacija
potrebna kako bi ,ogranicila” PRC2 na njegove ispravne mete, sprjeCavajuci njegovo pogresno
vezanje drugdje u genomu (Reddington JP et al., 2013; Del Vecchio D et al., 2024).

Ukratko, DNA metilacija i modifikacije histona €ine dinami€an sustav samoojacavajucih petlji
(Shao Z et al., 2024), gdje svaka oznaka moze utjecati na postavljanje ili uklanjanje druge,
osiguravajuci stabilnost i prilagodljivost epigenoma.
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Epigenetsko ,,Preslusavanje”
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Plasti¢nost Metiloma: Odgovor na Okolis

Metilom, odnosno cjelokupni obrazac DNA metilacije u genomu, nije nepromjenjiv. On posjeduje
znacajnu plasticnost, posebno tijekom osjetljivin razvojnih razdoblja poput ranog zivota, gdje
okoli$ni signali mogu ostaviti trajan epigenetski trag (Szyf, 2014). Cimbenici poput prehrane
majke, izlozenosti stresu ili toksinima mogu modulirati uspostavljanje obrazaca metilacije, $to
posljedi¢no utjeCe na ekspresiju gena i moze programirati dugorocCni rizik za razvoj kronicnih
bolesti (Szyf, 2014). Metilacija, stoga, djeluje kao molekularni mehanizam putem kojeg ,0dgoj”
(okoli8) oblikuje ,prirodu” (genetski kod), premoS¢ujuci jaz izmedu naseg genetskog nasljeda i
Zivotnog iskustva.

Ova dvostruka priroda metilacije — stabilnost koja osigurava stani¢ni identitet i plastiCnost koja
omogucuje adaptaciju — €ini je ,molekularnom memorijom” stanice. U patoloSkim stanjima poput
raka, ovaj sustav biva patoloSki promijenjen. Ne radi se o jednostavnom kvaru, ve¢ o sofisticiranoj
deregulaciji gdje se gubi globalna kontrola (hipometilacija koja vodi genomskoj nestabilnosti), dok
se istovremeno stjeCe nova, patoloska specificnost — ciljana hipermetilacija i utiSavanje gena koji
Stite od razvoja tumora (Sgrensen i sur., 2021).
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Klini¢ke Implikacije Disfunkcionalne Metilacije

Poremecéaji u metilacijskom ciklusu imaju sistemske posljedice koje se manifestiraju kroz Sirok
spektar kroni¢nih bolesti. Buduéi da je metilacija fundamentalna za funkcioniranje svih stanica,
njezin poremecaj moze biti temeljni uzrok naizgled nepovezanih patoloskih stanja, od vaskularnih
oStecCenja do neuroloskih disfunkcija i malignih transformacija.

Hiperhomocisteinemija i Kardiovaskularne Bolesti: Kauzalni Faktor ili Biomarker?

PoviSena razina aminokiseline homocisteina u plazmi, stanje poznato kao hiperhomocisteinemija,
prepoznata je kao snazan i neovisan faktor rizika za razvoj aterosklerotskih vaskularnih bolesti
(Eijsink i sur., 2022). Opservacijske studije, poput velike meta-analize Homocysteine Studies
Collaboration (2002), inicijalno su uspostavile snaznu vezu, sugeriraju¢i da 25%-tno smanjenje
Hcy moze smanijiti rizik od ishemijske bolesti srca (IHD) za 11% (OR 0.89) i mozdanog udara za
19% (OR 0.81). Mehanizmi kojima Hcy moze uzrokovati Stetu su dobro opisani i ukljucuju
endotelnu disfunkciju, oksidativni stres te pro-upalno i pro-trombotsko djelovanje (Ganguly i Alam,
2015; Eijsink i sur., 2022).

Medutim, ova ,homocisteinska hipoteza” (Brattstrom, 2000) dovedena je u pitanje kada velike
randomizirane kontrolirane studije (RCT) nisu uspjele replicirati ove nalaze. Velike meta-analize,
uklju€ujuci Cochrane pregled (Marti-Carvajal et al., 2017) i studiju Clarkea et al. (2010) na preko
37 000 sudionika, pokazale su da suplementacija B vitaminima — iako u€inkovito snizava Hcy za
~25% — nema nikakvog statisti¢ki znacajnog u€inka na glavne kardiovaskularne dogadaje, poput
infarkta miokarda (RR 1.02) ili ukupne smrtnosti (RR 1.01) (Albert et al., 2008; Zhang C et al.,
2014). Ova diskrepancija sugerira da Hcy u mnogim kontekstima djeluje kao biomarker (marker
upale ili bubrezne disfunkcije), a ne kao direktan kauzalni faktor (Kaul et al., 2006; Ganguly et al.,
2015).

Situacija je, medutim, slozZenija. Novije meta-analize specificno fokusirane na mozdani udar
identificirale su statistiCki znacajnu, iako skromnu, korist. Zhang N et al. (2024) u meta-analizi s
preko 115 000 sudionika, utvrdili su 10% smanjenje rizika od mozdanog udara (RR 0.90) (Li Y et
al., 2016). Klju¢ za razumijevanje ove razlike lezi u populaciji. Korist je gotovo iskljucivo videna u
populacijama bez obveznog obogacivanja (fortifikacije) hrane folnom kiselinom (Zhang N et al.,
2024). Najznacajniji dokaz dolazi iz CSPPT studije (Huo Y et al., 2015) provedene u Kini
(populacija bez fortifikacije), koja je pokazala 21% smanjenje rizika od mozdanog udara kod
hipertenzivnih pacijenata lije¢enih folnom kiselinom, s ve¢im u€inkom kod osoba s nizim pocetnim
folatom (Zhao et al., 2017; Zhang T et al., 2019).

Ovu dualnu ulogu (uzrok vs. biomarker) najbolje razjadnjavaju studije Mendelske randomizacije
(MR). Koriste¢i MTHFR polimorfizme kao genetski instrument, studije konzistentno potvrduju
vjerojatnu kauzalnu vezu izmedu genetski povisenog homocisteina i povecanog rizika od
mozdanog udara (Casas JP et al., 2005; Bennett DA et al., 2023). Nasuprot tome, iste MR metode
ne nalaze kauzalnu vezu izmedu homocisteina i infarkta miokarda ili koronarne bolesti srca (Miao
L etal., 2021; Wang X et al., 2023; Lewis SJ et al., 2005).

Zaklju¢no, suvremeni dokazi sugeriraju da je homocistein vjerojatno direktan kauzalni faktor rizika
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za cerebrovaskularnu bolest (mozdani udar), ali prvenstveno biomarker za koronarnu bolest srca
(infarkt).

Kriticka Evaluacija Suplementacije B Vitaminima i Klini¢ki Paradoks

Kao $to je spomenuto, klju¢ni paradoks je da, unato€ sposobnosti B vitamina da ucinkovito snize
Hcy (Clarke et al., 2010), vecina velikih meta-analiza nije pokazala korist. Cochrane pregled
(Marti-Carvajal et al., 2017) i druge velike analize (Zhang C et al., 2014; Albert et al., 2008)
konzistentno nalaze nulti u€inak na infarkt miokarda i ukupnu smrtnost. Jedina znacajna iznimka
je prevencija mozdanog udara u populacijama bez fortifikacije (Zhang N et al., 2024; Huo Y et al.,
2015). Ova saznanja sazeta su u Tablici:

Sazetak Kljuénih RCT-ova i Meta-analiza Suplementacije B Vitaminima za Prevenciju KVB

Studija/Meta- Broj Populacija Intervencija Klju€ni ishod lzvor

analiza sudionika (KVB)

Meta-analiza

(Infarkt)

Marti-Carvajal "71,422" MijeSana B vitamini Nema ucinka "(Marti-

(Cochrane) (primarna/sek na Infarkt Carvajal et al.,
undarna) Miokarda (RR 2017)"

1.02) i ukupnu
smrtnost (RR
1.01).

Clarke R et al. "37,485" MijeSana B vitamini "Nema ucinka "(Clarke et al.,
(primarna/sek na glavne KV 2010)"
undarna) dogadaje (RR

1.01), Infarkt

(RR 1.03) ili

Mozdani udar

(RR0.96)."
Albert CM et "37,485" Zdrave zene "Folna Nema ucinka "(Albert et al.,
al. (WACS) (primarna) kiselina, B6, na KV 2008)"

B12" dogadaje (RR

1.03) unato¢

snizenju Hey

od 18.5%.

Zhang C et al. "57,952" MijeSana B vitamini "Nema ucinka "(Zhang C et
(primarna/sek na MACE (RR al., 2014)"
undarna) 0.98), Infarkt

(RR 0.99) ili
Mozdani udar
(RR 0.94)."
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Meta-analiza
(Mozdani
udar)

Zhang N et al.

"115,559"

MijeSana

Folna kiselina

Smanjenje
rizika od
mozdanog
udara (10%)
(RR 0.90).
Ucinak jaci u
populacijama
bez fortifikacije
(17%).

"(Zhang N et
al., 2024)"

LiY etal.

">115,559"

MijeSana

Folna kiselina

Smanjenje
rizika od
mozdanog
udara (10%) i
ukupnog KVB
(4%).

"(LiY etal.,
2016)"

Kljuéni RCT
(Mozdani
udar)

Huo Y et al.
(CSPPT)

"20,702"

Hipertenzija
(bez
fortifikacije)

Enalapril +
Folna kiselina

Znacajno
smanjenje
mozdanog

"(Huo Y et al.,
2015)"

udara (21%)
(HR 0.79).
Nema ucinka
na infarkt (HR
1.04).

Napomena: Referenca Albert et al. (2008) u ovoj tablici odnosi se na studiju 'Women's Antioxidant and Folic Acid Cardiovascular
Study (WAFACS)'. Zbog nejasnoca u originalnom popisu literature, ta je referenca uklonjena s popisa, ali je citat ostavijen u tablici
radi konteksta.

Metilacija, Neurotransmiteri i Neuropsihijatrijski Poremed¢aji

Funkcija srediSnjeg ziv€anog sustava iznimno je ovisna o optimalnoj metilaciji. Poremecaji u ovom
procesu mogu dovesti do neuropsihijatrijskih stanja poput depresije, anksioznosti i kognitivnih
poteSkoca, i to kroz dva glavna mehanizma.

Prvo, metilacija je direktno uklju€ena u sintezu i metabolizam kljuénih neurotransmitera. SAMe,
kao univerzalni donor metilne skupine, sudjeluje u brojnim reakcijama, ukljuuju¢i metabolizam
dopamina putem enzima katehol-O-metiltransferaze (COMT) i sintezu serotonina i melatonina
(Obeid i sur., 2018). Smanjeni metilacijski kapacitet mozZe dovesti do nedostatka ovih
neurotransmitera, Sto se kliniCki manifestira kao pad raspoloZenja, anksioznost, nesanica i
kognitivni simptomi poput ,mozdane magle” (Goren i sur., 2014; Mischoulon i Fava, 2002). Zbog
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ove uloge, SAMe se Klinicki koristi kao dodatak prehrani s antidepresivnim u¢inkom (Goren i sur.,
2014; Mischoulon i Fava, 2002).

Drugo, metilacija djeluje kao epigenetski regulator gena klju¢nih za neuroplasti¢nost i odgovor na
stres. Zivotna iskustva, osobito stres u ranom Zivotu, mogu trajno promijeniti obrasce metilacije
gena u mozgu (Zannas i sur., 2015). Primjeri ukljuCuju:

BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor): Hipermetilacija promotora gena za BDNF, koja
smanjuje njegovu ekspresiju, Cest je nalaz kod pacijenata s velikim depresivnim poremecajem
(MDD) i povezuje se s oste¢enom neuroplasti¢noséu (Farrell i sur., 2018; D'Addario i sur., 2024;
Wang i sur., 2023; Dwivedi, 2009).

SLC6A4 (Serotonin Transporter Gene): Promjene u metilaciji ovog gena mogu utjecati na broj
transportera za serotonin, kljuéne mete selektivnih inhibitora ponovne pohrane serotonina (SSRI),
i time modulirati individualni odgovor na antidepresivnu terapiju (Farrell i sur., 2018; Domschke i
sur., 2014; D'Addario i sur., 2024).

Uloga Metilacije u Karcinogenezi

Deregulacija DNA metilacije jedan je od klju¢nih mehanizama u razvoju raka. Tumorske stanice
karakterizira jedinstven i paradoksalan epigenetski potpis koji ukljuCuje dva istovremena procesa.

S jedne strane, dolazi do lokalizirane hipermetilacije CpG otoka u promotorskim regijama
tumor-supresorskih gena. Ovaj proces dovodi do transkripcijskog utiSavanja gena koji normalno
kontroliraju staniCni rast, popravak DNA i apoptozu. Epigenetsko utiSavanje predstavlja ,treci
udarac” za inaktivaciju ovih klju€nih gena, uz genetske mutacije i delecije (Esteller, 2002; Herman
i Baylin, 2003; Kulis i Esteller, 2010). Geni koji su ¢esto utiSani na ovaj nacin ukljuCuju p16
(CDKN2A), RASSF1A, MGMT i BRCA1 (Widschwendter i Jones, 2002).

S druge strane, tumorske stanice Cesto pokazuju globalnu hipometilaciju genoma. Gubitak
metilacije u repetitivnim sekvencama DNA dovodi do genomske nestabilnosti, aktivacije
transpozona (,skacucih gena”) i potencijalne aktivacije proto-onkogena, Sto dodatno potice
malignu progresiju (Sarensen i sur., 2021; Jones i Baylin, 2007).

Ove epigenetske promjene nisu samo posljedica tumorskog procesa, vec i njegov pokretac€. Zbog
svoje reverzibilnosti, one predstavljaju obecavaju¢e mete za nove terapijske pristupe, kao i
potencijalne biomarkere za ranu dijagnozu, prognozu i predvidanje odgovora na lijeCenje
(Widschwendter i Jones, 2002).

Uloga Metilacije u Metabolizmu Hormona i Detoksikaciji Estrogena

Veza izmedu metilacije i hormonalnog sustava, koja je spomenuta u naslovu, prvenstveno se
ostvaruje kroz metabolizam estrogena. Klju¢ni enzim u ovom procesu je Katehol-O-
metiltransferaza (COMT), koji, kao i druge metiltransferaze, ovisi o SAMe-u kao donoru metilne
skupine (Yager, 2012).

Metabolizam estrogena (npr. estradiola E2 i estrona E1) odvija se u dvije faze:
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Faza | (Hidroksilacija): Citokrom P450 (CYP) enzimi pretvaraju estrogene u katehol-estrogene.
Dva glavna puta su:

Pretvorba putem CYP1A1 u 2-hidroksiestrogen (2-OHE), koji se smatra manje reaktivnim,
,2dobrim” metabolitom.

Pretvorba putem CYP1B1 u 4-hidroksiestrogen (4-OHE), koji se smatra potencijalno
genotoksi¢nim metabolitom (Yager, 2012).

Faza Il (Metilacija/Detoksikacija): Ovdje COMT stupa na scenu. On koristi SAMe za metiliranje
reaktivnih katehol-estrogena (i 2-OHE i 4-OHE) u njihove kemijski inaktivne i sigurne metoksi-
oblike (npr. 2-metoksiestrogen), koji se zatim mogu lako izluditi (Yager, 2012).

Ovaj COMT-ov korak je fundamentalno zastitni. Ako metilacija (Faza Il) nije dovoljno brza da
,0Cisti” metabolite Faze I, reaktivni katehol-estrogeni (posebno 4-OHE) mogu proci kroz ,redoks-
cikliranje”. Ovaj proces stvara reaktivne kisikove vrste (ROS) i estrogen-kinone, koji mogu izravno
vezati DNA, uzrokujuéi oksidativha oStecenja (poput 8-oxo-dG) i apurinske stranice, $to dovodi
do mutacija koje mogu inicirati rak (Lavigne JA et al., 2001). Ucinkovitost ovog zastitnog puta
ovisi o dva faktora: (1) dostupnosti SAMe-a (kapacitetu metilacije) (Yager, 2012) i (2) genetskoj
aktivnosti samog COMT enzima. Najproucavaniji polimorfizam je Val158Met (rs4680). Osobe s
Val/Val (G/G) genotipom imaju visoko aktivni, ,brzi” enzim. Nasuprot tome, osobe s Met/Met (A/A)
genotipom imaju ,spori” enzim niske aktivnosti (smanjenje od 2—3 puta) (Harrison PJ & Tunbridge
EM, 2008). Klini¢ki, ova ,spora” Met/Met varijanta povezana je sa sporijim ¢iS¢enjem katehol-
estrogena. ViSe meta-analiza, poput one Wana et al. (2014), povezalo je Met/Met (low activity)
genotip sa znacajno povecanim rizikom od raka dojke (OR 1.62, 95% CI 1.14-2.29), a taj je rizik
posebno izrazen kod premenopauzalnih Zena, koje imaju viSu ukupnu izlozenost estrogenu.

Genetski i Nutritivni Modulatori Metilacije

UcCinkovitost metilacijskog ciklusa nije uniformna kod svih pojedinaca. Ona je pod snaznim
utjecajem kako nasljednih genetskih faktora, tako i dostupnosti klju¢nih nutritivnih kofaktora.
Interakcija izmedu genetike i prehrane klju¢na je za razumijevanje biokemijske individualnosti i
predispozicije za razvoj kroni¢nih bolesti.

Polimorfizmi Gena MTHFR: Klini¢ki Znacaj i Prevalencija

Gen koji kodira enzim 5,10-metilentetrahidrofolat reduktazu (MTHFR) klju€an je za folatni ciklus.
Polimorfizmi, odnosno Ceste genetske varijacije u ovom genu, naj¢es¢i su nasljedni uzrok
poremecéaja metilacije. Dva najprou€avanija i klini¢ki najznacajnija polimorfizma su C677T i
A1298C (Dean, 2012).

C677T (rs1801133): Ova varijanta ukljuCuje zamjenu citozina (C) timinom (T) na poziciji 677
gena. To dovodi do promjene aminokiseline alanina u valin (A222V) unutar enzima. Posljedica je
stvaranje termolabilnog enzima sa smanjenom katalitiCkom aktivnoSéu. Osobe koje su
heterozigoti (CT) imaju oko 35 % smanjenu aktivnost enzima, dok homozigoti (TT) imaju i do 70
% smanjenu aktivnost. Smanjena aktivnhost MTHFR-a dovodi do smanjene proizvodnje 5-MTHF,
Sto rezultira nakupljanjem homocisteina, osobito u uvjetima niskog unosa folata (Dean, 2012;
Frossti sur., 1995).

A1298C (rs1801131): Ova varijanta uklju€uje zamjenu adenina (A) citozinom (C) na poziciji 1298,
8to rezultira promjenom aminokiseline glutamata u alanin (E429A). Sama po sebi, ova varijanta
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ne uzrokuje znacajno poviSenje homocisteina. Medutim, kod osoba koje su istovremeno
heterozigoti za obje varijante (tzv. slozeni heterozigoti, C677T/A1298C), enzimska aktivnost je
znacajno smanjena, slicno kao kod homozigota za C677T (Dean, 2012; van der Put i sur., 1998).

Ovi polimorfizmi povezani su s povecanim rizikom za Sirok spektar klini¢kih stanja, ukljucujuci
kardiovaskularne bolesti, komplikacije u trudnoci (ponavljajuci pobacaji, defekti neuralne cijevi),
neuropsihijatrijske poremecaje (depresija, shizofrenija), metabolicke sindrome i neke vrste raka
(Dean, 2012; Kord Varkaneh i sur., 2024; Wu i sur., 2019). Vazno je naglasiti da klinicka
manifestacija ovih polimorfizama uvelike ovisi o nutritivnom statusu pojedinca. Osoba s TT
genotipom i optimalnim unosom folata moze odrzavati normalnu razinu homocisteina, dok osoba
s istim genotipom i sub-optimalnim unosom moze razviti teSku hiperhomocisteinemiju. Ovo
ilustrira klasi¢an primjer interakcije gena i okoliSa, gdje genetska predispozicija postaje klinicki
relevantna tek u kombinaciji s nutritivnim nedostatkom.

Prevalencija MTHFR polimorfizama zna€ajno varira medu razliCitim etnickim i geografskim
populacijama, $to ima vazne implikacije za javno zdravstvo i personaliziranu medicinu.

Etnicka i Geografska Distribucija MTHFR Polimorfizama (C677T i A1298C)

Populacija/Et Regija/Drzava Prevalencija Prevalencija Prevalencija lzvor
ni¢ka skupina Ce77T (TT A1298C (CC slozenog
genotip %) genotip %) heterozigota
(CTIAC %)
Hispanci SAD/Meksiko 18.1 2.6 17.6 "(Gonzélez-
(Meksikanci) Herrera i sur.,
2014)"
Bijelci (ne- SAD 7.2 7.9 15.1 "(Gonzélez-
Hispanci) Herrera i sur.,
2014)"
Azijati SAD 3.8 1.9 ~4-6 "(Gonzélez-
(mjeSoviti) Herrera i sur.,
2014)"
Kinezi Kina Gradijent: raste Gradijent: pada N/A "(Yiisur., 2012)"
od juga prema od juga prema
sjeveru sjeveru
Afroamerikanci SAD 0 ~2 ~4-6 "(Gonzalez-
Herrera i sur.,
2014)"
Turci Turska 10.2 11.1 N/A "(Karatas i sur.,
2016)"
Libanonci Libanon N/A Visoka N/A "(Almawi i sur.,
prevalencija 2005)"
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Klini¢ka (ne)korisnost i Sluzbene Smjernice za Testiranje

Unato¢ biokemijskom znacaju i raSirenosti direct-to-consumer genetskog testiranja, vazno je
naglasiti da vodece svjetske medicinske organizacije ne preporucuju rutinsko klini¢ko testiranje
na uobicajene MTHFR polimorfizme (C677T i A1298C).

Sluzbene smijernice, ukljuCuju¢i one American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) (Hickey et al., 2013), American College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG,
2018) i American Society of Hematology (ASH, 2023), izri¢ito navode da testiranje na MTHFR
nema dokazanu kliniCku korisnost u procjeni rizika za vensku tromboemboliju (VTE),
kardiovaskularne bolesti ili ponavljajuéi gubitak trudnoc¢e (RPL).

Razlozi za ove preporuke su viSestruki:

Visoka prevalencija: Ovi polimorfizmi su iznimno Cesti, s 60-70% opc¢e populacije koja nosi
barem jednu varijantu. Test koji je pozitivan kod vecine populacije nema diskriminatornu mo¢
(Long i Goldblatt, 2016).

Slab utjecaj na fenotip (ovisnost o folatu): Utjecaj MTHFR genotipa na razinu homocisteina je
blag i gotovo u potpunosti ovisi o nutritivnom statusu, tj. unosu folata. Osobe s ,rizi€nim”
genotipom i adekvatnim unosom folata imat ¢e normalne razine homocisteina (Planello et al.,
2024).

Nedostatak utjecaja na klinicko postupanje: Rezultat MTHFR testa ne mijenja terapiju. Na
primjer, ACOG (2018) preporucuje standardnu suplementaciju folnom kiselinom za sve trudnice,
bez obzira na njihov MTHFR status. Ako je homocistein poviSen, lijeCenje (suplementacija B
vitaminima) je isto, neovisno o genotipu.

Nadalje, nepotrebno testiranje mozZe dovesti do Stete, ukljuCujuéi povecanu anksioznost
pacijenata, nepotrebne i potencijalno rizicne intervencije (npr. antikoagulacijska terapija)
(Deloughery, 2022) te rizik od pogresSne dijagnoze gdje genetska ,etiketa” sprieCava daljnju
obradu stvarnog uzroka simptoma (npr. nedostatka B12) (College of American Pathologists,
2023). Stoga se laboratorijima savjetuje da razviju institucionalne politike za ograni€avanje ili Cak
uklanjanje MTHFR testiranja iz standardnih panela (Deloughery, 2022; CAP, 2023). Mjerenje
funkcionalnih markera (homocistein, B12, folat) je kliniki daleko korisnije.

Esencijalni Kofaktori: Uloga B Vitamina i Magnezija

Metilacijski ciklus je biokemijski ,motor” koji zahtijeva stalnu opskrbu ,gorivom” i ,uljem” u obliku
klju€nih nutritivnih kofaktora. Bez njih, ¢ak i genetski optimalan sustav ne moze ucinkovito
funkcionirati (Shellenberger i sur., 2020).

Vitamini B-skupine:

Folat (B9): Kao primarni izvor metilnih skupina, folat je neophodan. Kljuéno je razlikovati
sinteti¢ku folnu kiselinu od bioloSki aktivnog 5-metiltetrahidrofolata (5-MTHF). Osobe s MTHFR
polimorfizmima imaju smanjenu sposobnost pretvorbe folne kiseline u 5-MTHF. Za njih,
suplementacija direktno aktivnim oblikom (metilfolatom) zaobilazi enzimsko ,usko grlo” i
osigurava direktnu opskrbu metilacijskog ciklusa (Goren i sur., 2014; Mischoulon i Fava, 2002).
Ovo je jasan primjer biokemijske individualnosti, gdje standardna preporuka nije optimalna za
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sve.

Kobalamin (B12): U obliku metilkobalamina, vitamin B12 je esencijalni kofaktor za enzim
metionin sintazu, koji remetilira homocistein u metionin. Nedostatak B12 dovodi do tzv. ,folatne
zamke”, gdje se folat nakuplja u neiskoristivom obliku 5-MTHF, prekidajuci oba ciklusa (Obeid i
sur., 2018).

Piridoksin (B6): U aktivnom obliku, piridoksal-5-fosfat (P5P), vitamin B6 je kofaktor za klju¢ne
enzime u transsulfuracijskom putu, koji predstavlja alternativni put za detoksikaciju viska
homocisteina pretvarajuci ga u antioksidans glutation (Shellenberger i sur., 2020).

Riboflavin (B2): U obliku flavin adenin dinukleotida (FAD), riboflavin je direktni kofaktor za
MTHFR enzim. Nedostatak vitamina B2 moze smanjiti aktivnost MTHFR-a, ¢ak i kod osoba bez
genetskog polimorfizma (McNulty i sur., 2019).

Magnezij: Ovaj mineral je klju¢an kofaktor za enzim metionin-adenoziltransferazu (MAT), koji
katalizira prvi i najvazniji korak u metioninskom ciklusu: sintezu SAMe iz metionina i ATP-a (Obeid
i sur., 2018; Fiorentini i sur., 2021). Nedostatak magnezija moze izravno smanijiti proizvodnju
univerzalnog donora metilne skupine, usporavajuci stotine vitalnih reakcija u tijelu.

Dijagnosticki Pristup Procjeni Metilacije: Znanstveno Utemeljeni Markeri

Za sveobuhvatnu procjenu statusa metilacije i identifikaciju potencijalnih disfunkcija, neophodan
je integrativni dijagnosti¢ki pristup koji se temelji na znanstveno validiranim biokemijskim
markerima i, u specificnim slu¢ajevima, genetskoj analizi. Klini¢ki fokus mora biti na razlikovanju
istrazivackih alata od testova s dokazanom klinickom korisno$¢u. Ovo poglavlje analizira klju¢ne
dijagnosticke markere temeljene na recenziranoj literaturi i klinickim smjernicama.

Funkcionalni Biokemijski Markeri (Testovi prve linije)

Za razliku od genetskih testova koji pokazuju samo predispoziciju, biokemijski markeri pruzaju
uvid u stvarni, trenutni funkcionalni status metilacijskih puteva.

Homocistein u plazmi: Mjerenje ukupnog homocisteina u plazmi je najdostupniji i klini¢ki
najrelevantniji test prve linije za procjenu disfunkcije metilacijskog ciklusa. PoviSene razine
(hiperhomocisteinemija) direktan su pokazatelj da remetilacija (putem MTR i MTHFR) ili
transsulfuracija (putem CBS) nisu ucinkovite. KliniCke smjernice definiraju referentne raspone, pri
¢emu se vrijednosti iznad 15 ymol/L smatraju povisenima (Malinow et al., 1999), iako novije
studije ukazuju na povecan mortalitetni rizik ve¢ kod vrijednosti iznad 14.5 pmol/L (Liu et al.,
2024), a neki terapijski ciljevi postavljaju se i nize (Stein i McBride, 1998).

Vitamini B-skupine (serum/plazma): Buduéi da su nedostaci nutrijenata Cest uzrok poviSenog
homocisteina, mjerenje klju¢nih kofaktora je nuzno (Ankar i Kumar, 2022):

Vitamin B12 (Kobalamin) u serumu: Niske razine B12 izravno smanjuju aktivhost enzima
metionin sintaze (MTR). Razine <200 pg/mL smatraju se deficitarnima, dok su 200-300 pg/mL
grani¢ne i zahtijevaju daljnju obradu (Langan i Goodbred, 2017).

Folat (Vitamin B9) u serumu ili eritrocitima: Mjerenje folata u eritrocitima smatra se boljim
pokazateljem dugoro¢nog statusa i zaliha od serumskog folata, koji odrazava nedavni unos
(Snow, 1999; Bailey et al., 2015). Ipak, studije pokazuju znacajnu korelaciju i sugeriraju da RBC
folat mozda nije uvijek nuzan (Galloway et al., 2003).

Metilmalonska kiselina (MMA): Mjerenje MMA (u serumu ili urinu) je visoko specifican
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funkcionalni marker za stani¢ni nedostatak vitamina B12 (Monsen i Ueland, 2003). PoviSene
razine MMA, Cak i uz grani¢no normalne razine B12 u serumu, ukazuju na funkcionalni nedostatak
B12 na razini tkiva (CDC/NHANES, 2013), jer je B12 kofaktor i za enzim metilmalonil-CoA
mutazu. Ovo je klju¢no za razlikovanje nedostatka B12 (povisen Hcy i MMA) od nedostatka folata
(poviSen Hcy, normalna MMA) (Ankar i Kumar, 2022).

Napredni i Istrazivacki Markeri

Ovi markeri pruzaju dublji uvid, ali njihova rutinska klinicka primjena jo$ nije univerzalno utvrdena
i Cesto su ograniCeni na istrazivacke svrhe.

Omjer SAM/SAH (,Indeks Metilacije”): Mijerenje S-adenozilmetionina (SAMe) i S-
adenozilhomocisteina (SAH) te izradun njihovog omjera (SAM/SAH) smatra se najpreciznijim
biokemijskim pokazateljem stani¢nog metilacijskog kapaciteta (Bravo et al., 2022). Kao $to je
objasnjeno u Poglavlju 1.2, SAH je snazan inhibitor metiltransferaza, stoga snizeni omjer
SAM/SAH ukazuje na inhibiciju transmetilacijskih reakcija. AnalitiCko odredivanje ovih nestabilnih
spojeva je zahtjevno i obi¢no se izvodi metodama tekuéinske kromatografije-tandemske masene
spektrometrije (LC-MS/MS) (Klepacki et al., 2013; Struys et al., 2000). Istrazivanja su povezala
poremecéen omjer SAM/SAH s razli¢itim patoloskim stanjima, uklju€ujuci aterosklerozu (Zhang et
al., 2016) i povecan rizik od mozdanog udara (Xiao et al., 2022).

Paneli DNA metilacije specifi¢ni za bolest: U podrucju onkologije i ranog otkrivanja bolesti,
razvijaju se paneli koji mjere metilaciju specificnih CpG mjesta na genima supresorima tumora
(npr. u slobodnoj cirkuliraju¢oj DNA - cfDNA) (Li L et al., 2024; Luo H et al., 2020). Ovi testovi
pokazuju veliko obecanje kao biomarkeri za ranu dijagnozu, prognozu i pracenje odgovora na
terapiju. Vazno je naglasiti da se radi o visoko specifiCnim, validiranim testovima za konkretnu
bolest, poput panela za kolorektalni karcinom (npr. SEPT9) (Chen et al., 2025; Hariharan et al.,
2020) ili karcinom plu¢a (SHOX2) (Dietrich et al., 2013), a ne o op¢im ,panelima metilacije” za
procjenu opc¢eg zdravlja.

Genetska Analiza: Sluzbene Smjernice i Ograni€ena Klini¢ka Korisnost

Kao $to je detaljno objasnjeno u Poglavlju 4.1.1, rutinsko genetsko testiranje na uobiajene
MTHFR polimorfizme ne preporucuje se od strane vodecih medicinskih udruzenja, ukljuujuci
ACMG (Hickey et al., 2013), ACOG (2018) i ASH (2023). Razlozi uklju€uju iznimno visoku
prevalenciju u zdravoj populaciji, snaznu ovisnost o nutritivnom statusu (folatu) i, $to je najvaznije,
nedostatak utjecaja na klinicko postupanje (Long i Goldblatt, 2016). Mjerenje funkcionalnih
markera (homocistein, MMA, B12, folat) je dijagnosticki superiorno (Ankar i Kumar, 2022).

Integrativni Dijagnosticki Algoritam
PredlaZe se postupan, klini¢ki utemeljen pristup:

Pocetna procjena (Screening): Kod pacijenata s kliniCkom sumnjom ili faktorima rizika, zapoceti
s mjerenjem ukupnog homocisteina, vitamina B12 i folata u serumu (Langan i Goodbred, 2017).
Produbljena analiza (u slu€¢aju abnormalnih nalaza):

Ako je homocistein poviSen unato€ normalnim razinama B12 i folata, ili ako su razine B12
grani¢ne (200-300 pg/mL), mjerenje MMA mozZe potvrditi funkcionalni nedostatak B12 (Ankar i
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Kumar, 2022).

Genetsko testiranje (MTHFR) treba razmotriti samo u specifinim, rijetkim klinickim scenarijima
(npr. sumnja na teSku homozigotnu mutaciju ili procjena toksi¢nosti metotreksata), ali ne kao
rutinski alat (CAP, 2023).

Sveobuhvatna procjena (istrazivanje): Kod kompleksnih, kroni¢nih stanja u istraZivackom
okruzenju, mjerenje omjera SAM/SAH moze pruziti dodatni uvid u stani¢ni metilacijski kapacitet
(Bravo et al., 2022).

Svi laboratorijski nalazi moraju se interpretirati isklju€ivo u kontekstu cjelokupne klinicke slike,
zivotnog stila i prehrambenih navika, a plan lije€enja treba biti personaliziran i voden od strane
kvalificiranog zdravstvenog djelatnika.

Dijagnosticki Algoritam za Procjenu Metilacijskog Statusa

Klinicka sumnja na
poremecaj metilacije

!

Procjena rizika

Mijerenje funkcionalnih markera
prve linije:
Homocistein (Hcy)
Serumski B12
Serumski Folat

Hcy povisen

Nalazi uredni
I/1LI

B12/Folat snizen

Nije potrebna
daljnja obrada
metilacije.

B12 grani¢an (200-300 pg/
ml) ILI Hcy povisen
unato¢ normalnom B12

Ponoviti mjerén l
Naruciti Metilmalo-
nsku kiselinu (MMA)
( Lljeciti nedostatak ) ] l

4 Genetsko testiranje

MMA povisena (MTHFR)
Ne preporucuje se

rutinski-Razmotriti smo
Potvrden u specificnim
funkcionalni situacijama (npr.

nedostatak B12 procjena toksicnosti
metotreksata).
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Ograni¢enja i Buduéi Smjerovi

lako je razumijevanje metilacije zna€ajno napredovalo, ovaj pregledni rad identificira nekoliko
klju€nih ograni¢enja i podrucja za buduéa istrazivanja.

Prvo, ostaje klini¢ki paradoks homocisteina: zasto opsezni opservacijski podaci i jasni mehanizmi
(poput endotelne disfunkcije) nisu rezultirali kliniCkom koristi u velikim RCT-ovima suplementacije
B vitaminima za prevenciju infarkta miokarda? Buduca istrazivanja moraju se pomaknuti s
jednostavnog snizavanja Hcy na razumijevanje zasto je on poviSen. Moguée je da je Hcy u
kontekstu koronarne bolesti prvenstveno marker bubrezne disfunkcije, upale ili loSih Zivotnih
navika, a ne sam uzroc¢ni ¢imbenik.

Drugo, iako je veza izmedu MTHFR polimorfizama i biokemijskog fenotipa (povisenog Hcy u
uvjetima niskog folata) jasna, nedostaju dokazi o klini¢koj korisnosti (clinical utility) rutinskog
testiranja. Buduce studije trebale bi se usredotoditi na to mijenja li poznavanje MTHFR statusa
doista kliniCke ishode, ili je mjerenje funkcionalnih markera (Hcy, MMA) uvijek superiorno.

TreCe, potrebno je dublje istraziti interakciju metilacijskog ciklusa s drugim sustavima. Na primjer,
rastuci dokazi upucuju na to da crijevni mikrobiom moze znac€ajno utjecati na status B vitamina i
metabolizam homocisteina, $to otvara novo polje nutrigenomike.

Konacno, dok su specifi¢ni metilacijski paneli (poput SEPT9 za rak debelog crijeva) pokazali
dijagnosti¢ku vrijednost, koncept opéeg ,panela zdravlja metilacije” ostaje u domeni istrazivanja
i nedostaju mu validacijske studije potrebne za kliniCku primjenu.

Integrativni Pogled na Metilaciju i Personalizirani Pristup Zdravlju

Metilacija je tihi, ali sveprisutni biokemijski proces koji predstavlja temelj stanicnog zdravlja i
sistemske homeostaze. Ovaj pregled je potvrdio da metilacija nije izolirani put, ve¢ dinamicki
sustav na sjecistu genetike, prehrane i okoliSa. Ona djeluje kao biokemijska rafinerija koja
preraduje nutrijente, epigenetski prekida€ koji regulira ekspresiju gena (Cesto u suradnji s
histonskim modifikacijama) i kljuéni mehanizam za proizvodnju stani¢ne energije (poput kreatina
i karnitina) te detoksikaciju (primjerice hormona poput estrogena).

Kljuéni nalaz jest da je disfunkcionalna metilacija sistemski, a ne organo-specifi€an problem. Isti
temeljni biokemijski poremecaj, poput smanjene aktivnosti MTHFR enzima, moze se manifestirati
kao kardiovaskularna bolest kod jedne osobe, depresija kod druge ili komplikacije u trudnoéi kod
tre¢e, ovisno o jedinstvenoj interakciji genetske pozadine i okoliSnih ¢imbenika. Ovo pruza
jedinstveni integrativni okvir za razumijevanje komorbiditeta. Nadalje, kritiCka analiza literature
razjasnila je klju¢ne kontroverze: (1) poviSeni homocistein je vjerojatno kauzalni faktor za mozdani
udar, ali prvenstveno biomarker za infarkt miokarda; i (2) rutinsko MTHFR genetsko testiranje
nema kliniCku korisnost prema vazec¢im smjernicama.

Buduc¢nost medicine u ovom podruéju lezi u personaliziranom pristupu Kkoji prepoznaje
biokemijsku individualnost i omogucuje prelazak s reaktivnog na proaktivni model zdravstvene
skrbi. Umjesto masovne primjene genetskih testova ograni¢ene vrijednosti, fokus se mora
usmijeriti na integrativhu dijagnostiku temeljenu na funkcionalnim biokemijskim markerima i
naprednim alatima poput metilacijskih panela ili specifi¢nih epigenetskih markera. Uz to, ciljane
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nutritivne strategije, poput suplementacije bioloski aktivnim oblicima B vitamina za osobe s
polimorfizmima, predstavljaju mocan alat za optimizaciju metilacijskih puteva.

U konacnici, optimalna metilacija je ,iskra” koja omoguéuje motoru naseg tijela da iskoristi gorivo
koje mu svakodnevno dajemo, a personalizirani pristup koji postuje nas jedinstveni genetski i
metabolicki profil klju€ je za o€uvanije te iskre tijekom cijelog zivota.
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