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1. Wstep 5

1. WSTEP

Wady cewy nerwowej (zespét dysrafii) stanowig szczegélng grupe anomalii,
ktére ze wzgledu na anatomiczng lokalizacje i rozlegto$¢ zmian juz w momencie
urodzenia przesadzajg o dalszych losach dziecka. W sensie klinicznym obejmujg
one zaburzenia o roznym stopniu cigzkosci - od bezmdzgowia i catkowitego
rozszczepu czaszki i kregostupa do przepuklin oponowo - rdzeniowych, oponowych
i tamni dwudzielnej. Pomimo znacznego udoskonalenia technik leczenia, zwtaszcza
w dziedzinie neurochirurgii oraz intensywnej terapii noworodka, ta grupa wad nadal
posiada znaczacy udziat w SmiertelnoSci noworodkdw i niemowlat, lub stanowi
przyczyne ciezkiego, nieuleczalnego kalectwa. Analiza wynikow leczenia -
Smiertelnos¢ wynoszaca w zaleznosci od regionu $wiata od 10% do prawie 100%
przypadkéw, bardzo czesto brak mozliwosci poruszania sie o wlasnych sitach u
tych, ktérzy przezyli, inteligencja w wielu przypadkach ponizej przecietnej - [8, 11],
zmusza do poszukiwania metod skutecznego zapobiegania wystgpieniu wad cewy

nerwowej. Podstawowe znaczenie dia profilaktyki ma okreslenie etiologii tych wad.
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1.1. Fizjologia i patologia wczesnego okresu rozwoju ukiadu

nerwowego cziowieka

1.1.1. Pierwotna neurulacja

Proces rozwoju ukfadu nerwowego czlowieka rozpoczyna sie okoto 17 dnia
zycia zarodka. W tym czasie pierwotna ektoderma potozona miedzy weztem
pierwotnym (Hansena) a plytka przedstrunowg w czesSci grzbietowo -
przyérodkowej zarodka ulega pogrubieniu, tworzac plytke nerwowg (lamina
neuralis). Proces ten indukowany jest przez strung grzbietowa i mezoderme
przystrunows. Szybki wzrost plytki nerwowej powoduje unoszenie sie jej brzegow i
zagtebianie czesci Srodkowej z wytworzeniem rynienki nerwowej (sulcus neuralis).
Okoto 20 dnia mozna wyrdzni€¢ elementy moézgowia: przodomdzgowie
(prosencephalon), $rédmozgowie (mesencephalon) i tytlomézgowie
(rhombencephalon). Nastgpnie okoto 21 dnia fatdy boczne rynienki nerwowej
zaczynajg sie tgczyC, tworzac cewe nerwowa. Powstata struktura stanowi podioze
dla dalszego réznicowania sie struktur moézgu i rdzenia kregowego z wyjatkiem

dolnej czesci odcinka krzyzowego i odcinka guzicznego rdzenia kregowego [7, 94].

Tradycyjnie zamykanie sie cewy nerwowej byto opisywane jako proces
zaczynajacy sie w jednym punkcie (w okolicy przysztego potaczenia rdzenia
kregowego i rdzenia przediuzonego) i postepujacy przez ciggtosé w kierunku
dogtowowym i doogonowym. W "jednopunktowym" modelu zamykania si¢ cewy

nerwowej przyjmuje sie powstanie w odcinkach gtowowym i ogonowym dwdch
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otwordw: otworu nerwowego przedniego (neuroporus anterior), zamykajacego sie
okolo 25 dnia i otworu nerwowego tylnego (neuroporus posterior), ktérego
catkowite zamkniecie nastepuje okolo 28 dnia rozwoju zarodka [7]. W ujeciu
klasycznym pierwotny brak zamkniecia cewy nerwowej (von Recklinghausen, 1886)
stanowi przyczyne powstawania wad cewy nerwowej [95]. Mozliwos¢ wtdomego
otwarcia cewy nerwowej jako potencjalna przyczyna powstawania omawianych

wad wydaje sie obecnie wykluczona [29].

W ostatnich latach van Allen zaproponowatla wielomiejscowy model
zamykania sie¢ cewy nerwowej [85]. Koncepcja ta, wyrdzniajgca pie¢ punktow
inicjacji zamykania sie rynienki nerwowej (rycina 1), ma w poréwnaniu do modelu
klasycznego kilka istotnych zalet. Daje mozliwo$¢ wyjasnienia réznorodnego, w
zalezno$ci od umiejscowienia, ryzyka powtornego wystapienia wad z grupy dysrafii
i czestoSci wystepowania wad towarzyszgcych. Przyjmujac koncepcje klasyczng,
nalezatloby zatozyé, ze wada zawsze obejmuje zamykajace sie jako ostatnie,
najbardziej dystalne okolice cewy nerwowej, lub tez, ze czestym zjawiskiem jest
ponowne otwieranie si¢ cewy nerwowej w miejscach o bardziej proksymalnej
lokalizacji, przy zamknietych odcinkach dystainych, co nie jest zgodne =z
obserwacjami klinicznymi i doSwiadczalnymi [29, 85]. W koncu model
wielopunktowy moze stanowi¢ wyjasnienie dla zespotéw chorobowych o podtozu
genetycznym, manifestujacych sie wadg cewy nerwowej wystepujgcg w

okreSlonym miejscu.

Opisany proces formowania sie cewy nerwowej nosi nazwe pierwotnej

neurulacji [94].
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Rycina 1. Punkty zamykania sie cewy nerwowej wedtug hipotezy van Allen

1.1.2. Wtérna neurulacja

W odréznieniu od pierwotnej, nastepujaca pozniej wtdma neurulacja
doprowadza do powstania koncowych odcinkéw rdzenia kregowego (dolne
segmenty krzyzowe od S2 w dot i segment guziczny). Miedzy 28 a 32 dniem zycia
zarodka dochodzi do rozwoju drobnych wakuoli w obrebie grupy
niezréznicowanych komorek potozonych doogonowo od cewy nerwowej. Wakuole

te stopniowo powigkszajg sie i taczg z kanatem centralnym istniejgcej juz cewy
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nerwowej. Proces kanalizacji konczy sie ok. 7 tygodnia zycia zarodka, natomiast
proces ostatecznego ksztattowania stozka rdzenia i ogona konskiego koﬁ_czy sie

juz po urodzeniu dziecka [94].

1.2. Topografia i elementy kliniki wad cewy nerwowej

Zaburzenia procesu pierwotnej i witdmej neurulacji doprowadzajg do

powstania wad cewy nerwowej, okreslanych tez nazwa zespotu dysrafii.

1.2.1. Wady powstajagce w wyniku zaburzenia procesu pierwotnej

neurulacji:

A. Wady w obrebie czaszki
e Bezmodzgowie (anencephalia)
Jest wynikiem braku zamknigcia cewy nerwowej w zakresie punktow
zamykania 2, 3 i 4. W bezmébzgowiu stwierdza sie brak skory, kosci sklepienia
czaszki i opon mozgowo-rdzeniowych oraz znajdujacy si¢ na zewnatrz szczatkowy

moézg lub catkowity brak mdzgu [29, 85].

e Exencephalia
Rzadko wystepujgca wada o mniejszym nasileniu niz bezmoézgowie,
polegajgca na braku skory i kosci sklepienia czaszki z obecnoscig nieprawidiowej

tkanki mozgowej, pokrytej cienkg btong podobna do opony twardej [29]. W
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przypadku bezmdzgowia jak i exencephalii wiekszo$¢ dzieci rodzi sie martwych lub

umiera w ciagu kilku dni po porodzie [81].

e Przepuklina czaszkowo-oponowa (meningocoele cranialis) i czaszkowo

- oponowo - mézgowa (meningoencephalocoele)

Zaburzenia te s nastepstwem niezamknigcia otworéw nerwowych
powstajacych na granicy zamykajacych sie odcinkéw cewy nerwowej, pomiedzy
punktami inicjacji zamykania 3 i 2, 2 i 4 oraz przy niecatkowitym zamknigeciu cewy w
punkcie 4 [85]. Obejmowane sg czasem wspoing nazwg cephalocoele lub cranium
bifidum [1]. Wyrdznia sie tutaj przepukling czaszkowo - oponowg i przepukline
czaszkowo - oponowo - mézgowa. Przepukling czaszkowo - oponowg tworzy
workowato wypuklona poprzez ubytek kostny opona, wypetniona plynem mézgowo-
rdzeniowym, przepuklina czaszkowo - oponowo - modzgowa zawiera ponadto
elementy nieprawidlowo zbudowanej kory mézgowej, mézdzku lub pnia mézgu
[29]. W przypadku przepukliny oponowo - mozgowej istnieje duze ryzyko
wspdlistnienia wodogtowia. W zaleznosSci od rozmiaréw i umiejscowienia wady
stwierdza sie rézne nasilenie deficytow neurologicznych, zazwyczaj z obecnoscig
ciezkiego uposledzenia psychoruchowego. Wady te umiejscowione moga by¢ w
okolicy potylicznej (forma najczestsza, obejmujaca w populacji europejskiej ok.
85% przypadkéw [1], powstaje na skutek braku zamkniecia cewy nerwowej w
punkcie 4), czolowej (brak zamknigcia sie otworu nerwowego pomiedzy punktami
zamykania 2 i 3), ciemieniowo-potylicznej (otwdr nerwowy migedzy punktami 2 i 4)
lub twarzowej z przepukling wpuklajaca sie do zatok przynosowych, oczodotu lub

tez gardia (punkt 3).
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B. Wady w obrebie czaszki i kregostupa
e Bezmozgowie z catkowitym rozszczepem kregostupa
(craniorachischisis totalis)
Wada ta powstaje na skutek braku zamknigcia cewy nerwowej w punktach 2,
4 i 1. Stwierdza sie bezmbzgowie i rozszczep kregostupa z widoczng

nieprawidtowg tkankg nerwowa.

e Iniencephalia
Jest to rzadkie zaburzenie obejmujace ubytek kosci potylicznej wraz z
otworem wielkim (foramen magnum) oraz rozszczep gomego odcinka kregostupa,
polgczone ze znacznym odgieciem glowy ku tytowi. Jest efektem zaburzenia

zamykania sie cewy nerwowej w hipotetycznych punktach 1i 4 [85].

C. Wady w obrebie kregosfupa (spina bifida cystica seu aperta)
e Catkowity rozszczep kregostupa (myeloschisis, rachischisis)
Powstaje w wyniku catkowitego braku zamknigcia si¢ cewy nerwowej w
punktach 1 i 5. Wystepuje tu rozszczep kregostupa z widoczng nieprawidiowag
tkankg nerwowsg, przy catkowitym braku skoéry i struktur kostnych pokrywajacych

nieprawidtowe elementy nerwowe.

e Przepuklina oponowo-rdzeniowa (myelomeningocoele) i oponowa
(meningocoele)

Powstaje w wyniku zaburzenia zamykania si¢ cewy nerwowej w zakresie

punktéw 1 i 5 [85]. W przypadku przepukliny oponowo - rdzeniowej, u noworodka w

linii Srodkowej plecéw stwierdza sig zwykle ubytek skory, rozszczep kregostupa i
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wynicowang ptytke nerwowg lub tez podobng do worka torbiel pokrytg cienkg
warstwg skory, pod ktérg uwidacznia sie nieprawidtowa tkanka nerwowa. Od
umiejscowienia i rozlegtosci wady zalezy nasilenie deficytdbw neurologicznych.
Uszkodzenia sg zwykle bardziej rozlegte w przepuklinach o wyzszej lokalizaciji.
Poza uszkodzeniem o$rodkowego i obwodowego ukiadu nerwowego wystepuja
tutaj zaburzenia w czynnosci innych narzagddw i uktadow, szczegodinie ukiadu
kostnego, moczowego i skory. Wada w okolicy piersiowo-ledzwiowej Iub
lgdzwiowo-krzyzowej (w tej okolicy wada wystepuje w okolo 75% przypadkow) [8] w
zalezno$Sci od przypadku powoduje niedowlad wiotki konczyn dolnych, u wielu
dzieci zaburzenia rozwojowe konczyn dolnych (deformacje stép i zwichniecie
stawdw Dbiodrowych), dysfunkcje =zwieraczy z pecherzem neurogennym,
nietrzymaniem moczu, wtéornymi odplywami pecherzowo-moczowodowymi i
wynikajgcym stad potencjalnym uszkodzeniem nerek oraz nietrzymaniem stolca.
Obraz chorobowy dodatkowo komplikujg owrzodzenia skéry wspdlistniejace z
rozlegtymi zaburzeniami czucia. W wigkszosci przypadkéw przepuklinie oponowo -
rdzeniowej towarzyszy zespot Amolda - Chiariego (okreslany rowniez jako zespét
Chiariego typu Il, obejmujacy doogonowe przemieszczenie mézdzku i rdzenia
przediuzonego) i zwigzane z nim wodogtowie, wtome do zwezenia wodociggu
moézgu lub utrudnienia przeptywu plynu mézgowo - rdzeniowego przez otwor
Magendiego i wokét rdzenia kregowego [1, 81]. W takiej sytuacji dotgczajg sie
czesto objawy zwigzane z uszkodzeniem tylomézgowia. Niejednokrotnie stwierdza
sie towarzyszqca przepuklinie dodatkowga wade rdzenia kregowego o typie

rozszczepu rdzenia lub zdwojenia rdzenia. Paradoksalnie pacjenci, u ktorych
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przepuklina znajduje si¢ w gébmym odcinku kregostupa piersiowego lub szyjnego
mogg mieC znacznie mniejsze ubytki neurologiczne, bardzo czesto bez

towarzyszacego wodogtowia [1, 8, 29, 81].

Przepukling oponowg okresia sie przemieszczenie opon rdzeniowych przez
nie zamknigte tylne tuki kregowe. Przepukliny oponowe stanowig okoto 10 - 20%
przypadkow wad w zakresie kregosiupa [29]. Przepuklina oponowa pojawia sie
zwykle w linii Srodkowej ciata, wzdiuz kregostupa, w formie przeswiecajgcego guza
pofozonego zazwyczaj w dolnej cze$ci plecoéw. W przypadku przepukliny oponowe;
rdzen kregowy jest zbudowany prawidtowo. W konsekwencji nie stwierdza sie
deficytow neurologicznych, W niektérych przypadkach do worka przepuklinowego
przemieszczone mogg byC¢ jedynie korzenie nerwowe (radiculocoele) [8, 29]. U
dzieci z takim zaburzeniem (pomimo zewnetrznego podobienstwa do przepukliny
oponowej w zasadzie odmiang przepukliny oponowo - rdzeniowej) wystepujg
zaburzenia o znacznie mniejszym nasileniu w poréwnaniu do rozlegtych przepuklin

oponowo - rdzeniowych.

Rzadkimi odmianami przepuklin oponowych sg przepukliny przednie,
wpukiajgce sie do miednicy poprzez ubytek kosci krzyzowej i mogace wywolywaé
zaburzenia czynnosSci pecherza moczowego i zaparcia. Inng rzadka odmiang tego
typu wad jest przepuklina boczna wypuklajgca sie na plecach, dobocznie od

kregostupa.
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1.2.2. Wady powstajgce w wyniku zaburzenia procesu wtérnej

neurulacji

Wady te réznig sie od powstatych w wyniku zaburzenia procesu pierwotnej
neurulacji nie tylko umiejscowieniem w odcinku krzyzowym i ogonowym (ponizej
segmentu S2), ale réwniez obecnos$cig zazwyczaj prawidtowej skdry pokrywajacej
uszkodzenie. Grupa ta obejmuje zaburzenia rozwoju stozka rdzenia i nici

koncowych.

Czesto anomalia jest niezauwazana przez diugi okres czasu, stad
stosowane tutaj okreslenie ,ukryte stany dysraficzne”. Wprawdzie czynno$¢ miesni
koriczyn dolnych moze by¢ prawidlowa, wystepujg jednak zaburzenia czucia i

dysfunkcja zwieraczy.

e Myelocystocoele
U dziecka stwierdza sie cystowate poszerzenie kanalu centralnego w
dystalnym odcinku rdzenia kregowego. Stosunkowo czesto obserwuje sie
wspdlistniejgce wady takie jak zaro$nigcie odbytu i przepuklina pepowinowa

(omphalocoele).

e Tluszczaki stozka rdzenia, przepukliny oponowe, formy mieszane
(lipoma, meningocoele, lipomeningocoele)

W okolicy krzyzowej stwierdza sie zazwyczaj workowata torbiel, zawierajacg

ttuszczak potgczony z nieprawidiowym stozkiem rdzenia, oraz ubytek koSci

krzyzowej. W zalezno$ci od rozlegtosci deformaciji stozka rdzenia wystepuja roznie
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nasilone ubytki neurologiczne. W przypadku obecno$ci przepukliny oponowej

zwykle nie stwierdza si¢ ubytkdw neurologicznych [1, 94].

e Rdzen zakotwiczony, zdwojenie rdzenia (diplomyelia), rozszczep
rdzenia (diastematomyelia)

S3 to zaburzenia manifestujgce sie deficytami neurologicznymi powstajacymi

w wyniku ograniczenia ruchomo$ci i pociggania rdzenia kregowego Iub

nieprawidtowej struktury anatomicznej najczeSciej w obrebie stozka rdzenia [94].

Wady te moga réwniez wspdiwystepowacC z przepukling oponowo - rdzeniowg

wyzszego odcinka rdzenia.

e Zatoka skoérna, cysta dermoidalna, naczyniak okolicy krzyzowo-
ogonowej

Sg to zmiany w powiokach okolicy krzyzowo-ogonowej polegajace na

przerwaniu ciggtosci skory, lub tez obecnosci nieprawidtowej struktury takiej jak

cysta, naczyniak, przebarwienie, kepki wioséw. Zwykle nie stwierdza si¢ zaburzen

neurologicznych, czasami jednak struktury te mogg taczyé si¢ z kanatem

kregowym, sprzyjajac wystepowaniu zakazen opon mézgowo - rdzeniowych [94]

1.2.3. Tarn dwudzielna (spina bifida occulta) i ukryte stany dysraficzne

Jest to najczestsza i jednoczesnie najtagodniejsza postac dysrafii.
Wystepuje u ok. 5% populaciji [81]. Na zdjeciu rentgenowskim kregostupa mozna
stwierdzi¢ niezro$niete tylne fuki i nieprawidiowe trzony krggowe typowo na

poziomie L5 i S1, chociaz zaburzenie moze wystgpowaé na roznej wysokosci.
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Wada ta przebiega bezobjawowo. W przypadku wspdtistnienia wymienionych
zaburzen skomych Ilub tez zaburzen struktury rdzenia o typie rdzenia
zakotwiczonego, rozszczepu lub zdwojenia rdzenia z towarzyszacymi deficytami
neurologicznymi, zaburzenia okresla sie zwyczajowo nazwg ‘ukryty stan

dysraficzny" [8, 29, 81].

1.3. Zarys diagnostyki i leczenia wad cewy nerwowej

1.3.1. Diagnostyka prenatalna wad cewy nerwowej

Podstawowymi metodami stosowanymi w diagnostyce prenatainej wad cewy
nerwowej sg: oznaczanie stezenia alfa-fetoproteiny w surowicy matki, badanie
ultrasonograficzne ptodu oraz badanie stezenia alfa-fetoproteiny i elektroforeza
izoenzymdw acetylocholinoesterazy w plynie owodniowym uzyskanym metodg

amniopunkciji [1, 39, 94].

Alfa-fetoproteina jest biatkiem wystepujgcym w duzych stezeniach w
surowicy i plynie mézgowo - rdzeniowym pilodu (stanowi okoto 90% frakciji
surowiczych globulin ptodu) [1]. Moze by¢ wykryta juz 30 dni po zaptodnieniu.
Najwyzsze stezenie w surowicy biatko to osigga miedzy 10 i 13 tygodniem rozwoju
zarodka. W przypadku obecnosci otwartej wady cewy nerwowej dochodzi do

zwiekszenia stezenia alfa-fetoproteiny w ptynie owodniowym. Zwigkszona ilo$¢
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alfa-fetoproteiny w ptynie owodniowym powoduje z kolei podwyzszenie jej stezenia

w surowicy matki [94].

W koncu lat siedemdziesigtych udowodniono przydatnos¢ oznaczania
stezenia alfafetoproteiny w surowicy matki jako przesiewowej metody,
pozwalajacej na wykrywanie wad cewy nerwowej. Stwierdzono, Zze okres pomiedzy
16 i-18 tygodniem cigzy jest optymalny dla pomiaru alfa-fetoproteiny w surowicy
matki. W tym czasie w ok. 80% przypadkéw otwartej wady cewy nerwowej stezenie
alfa-fetoproteiny ponad dwukrotnie przekracza norme [94]. Nieprawidiowy wynik
badania  przesiewowego stanowi wskazanie do wykonania badania
ultrasonograficznego ptodu. Badanie to, jezeli jest wykonywane przez osobe
doswiadczong, dysponujaca odpowiednio czulym sprzetem, pozwala na
rozpoznanie wady cewy nerwowej w prawie 100% przypadkéw (w tym réwniez wad
zamknigtych) u zarodka w wieku 16 do 20 tygodni a nawet wczesniej (13 tydzier) w
przypadku rozlegltych wad takich jak bezmézgowie [58, 94]. Weryfikacja
podwyzszonego stezenia alfa-fetoproteiny w surowicy matki oraz nieprawidiowego
obrazu sonograficznego ptodu nastepuje ostatecznie poprzez oznaczenie stezenia
alfa-fetoproteiny i badanie izoenzyméw acetylocholinoesterazy w plynie
owodniowym uzyskanym metodag  amniopunkcji. Przy prawidiowo
przeprowadzonym badaniu oznaczenie stgezenia alfa-fetoproteiny posiada prawie
100% czulos€¢. Dodatkowe badanie izoform  acetylocholinoesterazy
dziesieciokrotnie zmniejsza liczbe wynikow falszywie dodatnich. Fakt ten

spowodowat w ostatnim czasie uznanie wyzszosci badania acetylocholinoesterazy



1. Wstep 18

w poréwnaniu do alfa-fetoproteiny w weryfikacji rozpoznania wad cewy nerwowej

[94].

1.3.2. Leczenie wad cewy nerwowej

Podstawowym pytaniem, ktére wymaga odpowiedzi przy rozwazaniu
mozliwosci terapeutycznych u dzieci z wada cewy nerwowej jest pytanie o
rokowanie wynikajace z rodzaju i rozlegtosci wady. W przypadku obecnosci wady

letalnej stosuje sig jedynie leczenie podtrzymujace.

¢ Postepowanie przed urodzeniem dziecka

W przypadku prenatainego rozpoznania wady cewy nerwowej, jeszcze przed
urodzeniem dziecka nalezy rozwazy¢ mozliwosci leczenia wewnatrzionowego. Ze
wzgledu na potencjalng mozliwo$¢ dodatkowego uszkodzenia rdzenia kregowego
pod wplywem ekspozycji cewy nerwowej na plyn owodniowy w przypadku
przepukliny oponowo - rdzeniowej [58] podjgto préby zamykania wad cewy
nerwowej przy pomocy wewnatrzmacicznego zabiegu operacyjnego. W przypadku
przeprowadzenia zabiegu z koncem drugiego trymestru cigzy (optymalnie nie
pozniej niz pomiedzy 22 i 25 tygodniem cigzy - daje to bowiem mozliwo$é
czesciowej regeneracji plodowych struktur nerwowych), mozna oczekiwa¢ nie tylko
znacznie mniejszego nasilenia deficytow neurologicznych, ale wrecz cofniecia sie
anomalii anatomicznych sktadajacych sie na zespdt Amolda - Chiariego, co wigze
sie tez z mniejszg czestoScig wystepowania wodogtowia. Zabiegi takie, chociaz

bardzo obiecujace, majg na razie charakter eksperymentainy. Ze wzgledu na
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znaczne ryzyko wystgpienia porodu przedwczesnego i $mierci dziecka
wykonywane sg obecnie tylko w kilku o$rodkach na $wiecie [58]. Uzupeiniajaca
metoda, ktdra daje szanse poprawy rozwoju dziecka jest wewngtrzmaciczny zabieg
odbarczenia wodogiowia powstajacego u ptodu. W przypadku opracowania
odpowiednich standardéw postepowania, procedury te majg szanse stac sie jedng

z pierwszoplanowych metod leczniczych wad cewy nerwowej [58].

Potencjalna mozliwoS¢ wystapienia urazu mechanicznego w trakcie porodu
drogami natury powoduje, w przypadku rozpoznania u dziecka wady cewy
nerwowej, koniecznoS€¢ wykonywania cesarskiego cigcia jeszcze przed

rozpoczeciem akcji porodowe;.

e Postepowanie po urodzeniu dziecka

W  przypadku encephalocoele Iub meningocoele cranialis interwencja
neurochirurgiczna wskazana jest u wiekszoSci pacjentéow. Wyjatkiem sg dzieci z
masywnymi uszkodzeniami i  wyraznym  matogtowiem. Diagnostyka
przedoperacyjna obejmuje badanie ultrasonograficzne, tomografie komputerowg i
magnetyczny rezonans jgdrowy. Operacja powinna byé przeprowadzona jak
najszybciej w przypadku wycieku ptynu mézgowo — rdzeniowego, moze byé
odlozona w przypadku defektéw pokrytych skéra. Rokowanie jest zalezne od

rozlegtosci i umiejscowienia wady.

Operacyjne zamknigcie wady cewy nerwowej w przypadku przepukliny
oponowo — rdzeniowej nalezy w miare mozliwosci przeprowadzi¢ w pierwszej dobie

zycia dziecka. Uzasadnieniem dla wczesnego zabiegu operacyjnego jest
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zapobieganie wystapieniu zakazenia centralnego systemu nerwowego. Rutynowym
postepowaniem do czasu zabiegu operacyjnego jest stosowanie profilaktycznej

antybiotykoterapii.

Podstawowym problemem terapeutycznym w przypadku przepuklin
oponowo — rdzeniowych jest wystepujace w wiekszosci przypadkéw wodogtowie.
Szybkie narastanie obwodu gtowy, napiete ciemigczko i rozstep szwoéw
czaszkowych sg typowymi objawami wodogtowia (dotgczaé sie mogag objawy
dysfunkcji pnia mézgu), a badanie ultrasonograficzne i tomografia komputerowa
pozwalajg na okreSlenie dynamiki rozwoju wodogtowia. Metodg leczniczg
stosowang rutynowo jest zatozenie zastawki komorowo — otrzewnowej. Wczesne
leczenie pozwala na uzyskanie najlepszych wynikéw, mierzonych ilorazem
inteligencji dziecka [94]. Gtéwnym powiktaniem obecno$ci zastawki komorowo —
otrzewnowej sg zakazenia oérddkowego uktadu nerwowego, ktére stanowig gtéwny

czynnik pogarszajgcy rozwdj intelektualny dziecka.

Po okresie noworodkowym obok wodogtowia i powikian zwigzanych z
obecnoscig zastawki komorowo - otrzewnowej, istotnym problemem stajg sie

powikiania ortopedyczne i powiktania zwigzane z uktadem moczowym.

Doswiadczenie uczy, ze gidwna przyczyne $mierci chorych dzieci po uptywie
pierwszego roku zycia stanowi niewydolnos¢ nerek, dlatego w tym okresie w
centrum uwagi pojawiajg sie problemy urologiczne. Jedynie u okoto 10% chorych
dzieci obserwuje sie prawidiowg kontrole zwieraczy [81]. W pozostalych

przypadkach stwierdza si¢ pecherz neurogenny a postepowanie obejmujace
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regulame cewnikowanie, profilaktyke i intensywne leczenie zakazen oraz, w miare
potrzeby, zabiegi urologiczne, stanowi podstawe leczenia pozwalajacego na

minimalizacje uszkodzen nerek.

Nietrzymanie stolca stanowi klinicznie mniejszy problem, dajgcy sie zwykle
opanowac dzigki stosowaniu regularmych wlewéw doodbytniczych i odpowiedniego

treningu.

Czesto wystepujgce konsko - szpotawe ustawienie stép oraz wywotane
przykurczami mieSniowymi deformacje konczyn doinych, wymagajg intensywnej
rehabilitacji a czesto rowniez leczenia operacyjnego. Ze wzgledu na mogace
wystgpi¢ zwichniecie, uwaznej obserwacji wymagaja tez stawy biodrowe chorych
dzieci. Wspodlpraca ortopedow i rehabilitantéw pozwala poméc znacznemu

odsetkowi pacjentéw w nauce chodzenia.

Leczenie przepukliny oponowej polega na jej chirurgicznym zamknieciu. W
przypadku izolowanej przepukliny bez zaangazowania rdzenia nie wystepujg ubytki
neurologiczne. Dodatkowego leczenia wymagaé¢ mogg anomalie kostne,

obserwowane zwlaszcza w bocznych przepuklinach oponowych.

Dokladne okreslenie anatomii uszkodzen w przypadku standw dysraficznych
w obrebie stozka rdzenia i nici koncowych wymaga diagnostyki obrazowej
obejmujacej zdjecia rentgenowskie kregosiupa, badanie ultrasonograficzne,
mielografig, tomografie komputerowg oraz, pozwalajacy na najbardziej precyzyjng
ocene anatomii wady, magnetyczny rezonans jadrowy. Zabieg operacyjny majacy

na celu uniknigcie powikian neurologicznych wynikajacych gtownie z pociggania
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rdzenia i struktur z nim zwigzanych (rdzen zakotwiczony) oraz ucisku wywieranego
przez guz (najczesciej tluszczak stozka rdzenia) wykonywany jest coraz czesciej w
okresie noworodkowym, co pozwala na ograniczenie uszkodzen [94]. W zalezno$ci
od rozlegloSci wady mogag pojawi¢ sie wymagajgce kompleksowej opieki

zaburzenia urologiczne.

1.3.3. Profilaktyka wystgpienia wad cewy nerwowej

Zapobieganie wystgpieniu choroby (pierwotna profilaktyka) w sposoéb
oczywisty stanowi najlepszy sposOb postepowania w przypadku wad cewy
nerwowej. W koncu lat 70-tych zwrécono uwage na potencjalng role kwasu
foliowego w zapobieganiu wystgpieniu wad cewy nerwowej [76]. W latach 90-tych,
w randomizowanych badaniach kontrolowanych placebo, stwierdzono znamienne
obnizenie ryzyka wystapienia takich wad u dzieci kobiet zazywajgcych kwas foliowy
[17, 36, 57]. W badaniu nadzorowanym przez British Medical Research Council
wykazano 72%-owa redukcije czestosci wad cewy nerwowej wsrdd potomstwa tych
matek z grupy wysokiego ryzyka (posiadajacych juz jedno dziecko z wada), ktére
stosowaly kwas foliowy [57]. Wedlug danych amerykanskich suplementacja kwasu
foliowego pozwala na redukcje czestoSci wad cewy nerwowej w populacji ogolnej o

ponad 50%. [3].

Dzienne zapotrzebowanie na kwas foliowy u oséb dorostych wynosi okoto
180 - 200 pg [49]. Wzrasta ono w cigzy i aktualnie kobietom w wieku rozrodczym

zaleca sie przyjmowanie 400ug kwasu foliowego dziennie. Zalecana dzienna
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dawka kwasu foliowego dla kobiet, u ktérych w poprzedniej cigzy wystapita wada
cewy nerwowej wynosi natomiast 4 do 5mg dziennie [3, 14, 49, 57, 86].
Suplementacje kwasu foliowego nalezy prowadzi¢ co najmniej na miesigc przed i w
ciagu pierwszych trzech miesiecy cigzy. Pozwala to uzupeini¢ ewentualne
niedobory foliandéw i zabezpiecza odpowiednig ich iloS¢ w okresie zamykania sig
cewy nerwowej. W Stanach Zjednoczonych od 1 stycznia 1998 stosuje sie
powszechnie suplentacij¢ maki kwasem foliowym, jako uniwersalng metode
pierwotnej profilaktyki wad cewy nerwowej [2, 45, 70]. Réwnolegle do coraz szerzej
stosowanej profilaktyki folianowej zaznacza sie spadek czestoSci wystepowania
wad cewy nerwowej [12, 80]. Stopniowo wzrasta tez spoteczna swiadomosc

korzy$ci wynikajacych ze stosowania kwasu foliowego w cigzy [2, 20, 62, 70, 86].

1.4. Epidemiologia wad cewy nerwowej

Wady cewy nerwowej naleza do grupy najbardziej “"dewastujacych"
organizm wad wrodzonych. W wiekszosci przypadkéw powodujg $mieré¢ lub

znaczne kalectwo dotknietego wada dziecka.

Czesto$¢ wystepowania wad cewy nerwowej wykazuje zréznicowanie w

zaleznos$ci od analizowanej populacii.

W badaniach przeprowadzonych w makroregionie krakowskim, w oparciu o
rejestr wad wrodzonych w latach 1970-1972 i 1979-1981 stwierdzono czesto$¢

wystepowania wad cewy nerwowej wynoszacq 0,92-0,94 / 1000 urodzen. Analiza
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obejmowata wszystkie przypadki bezmézgowia, cephalocoele, myelomeningocoele
{ meningocoele. Analizowano urodzenia zywe i martwe. Czestosé wystepowania
wad nie ulegta zmianie w ciggu ponad 10 lat, ktdre uptynely pomiedzy oboma
okresami obserwacji. Nie stwierdzono zalezno$ci wystepowania wad cewy
nerwowej od sezonu, w ktdrym przypadata data porodu lub ostatnia miesigczka
matki przed zajsciem w cigze. Wyliczone empirycznie ryzyko powtérzenia wady w

rodzinie wynosito 3,2% +/- 1,6 [63, 64, 65, 66].

Podobne badania prowadzone w innych o$rodkach na $wiecie ilustrujg
roznice wystgpujgce pomiedzy réznymi populacjami. Czesto$¢ wystepowania
omawianych wad wynosita odpowiednio na Wegrzech 0,4 / 1000 urodzen, we
Francji 0,52 / 1000 urodzen (centralny wschéd) i 0,86 / 1000 urodzer (rejon
Paryza), w USA 0,57 / 1000 urodzen (Atlanta), w lzraelu 0,57 / 1000 urodzen, w
Wielkiej Brytanii 0,63 / 1000 urodzen, w Japonii 0,67 / 1000 urodzen, w Norwegii
0,69 / 1000 urodzen, w Holandii (rejony pétnocne) 0,92 / 1000 urodzen, w Brazylii
1,61 / 1000 urodzen, w Chinach 5,5 / 1000 urodzen (rejony pdinocne) i 1 / 1000
(rejony potudniowe), w RPA 6,13 / 1000 urodzen (czamoskdra populacja rejonu

Transkei) i 0,95 / 1000 urodzen (czamoskédra ludnos¢ Cape Town) [9, 50, 70].

Zachorowalno$¢ w rejonie krakowskim, wynoszaca 0,92-0,94 umiejscawia
naszg populacje wsrdéd populacji o sredniej czestosci wystepowania wad cewy
nerwowej, pomiedzy spoteczenstwami o niskiej czestosci (np. Wearzy) i wysokiej

czestosci wystepowania tych wad (np. mieszkancy RPA z rejonu Transkei).
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Dzieci z najciezszymi postaciami omawianych wad (bezmézgowie, catkowity
rozszczep kregostupa) rodzg si¢ martwe lub umierajg wkrotce po urodzeniu.
Natomiast w coraz wigkszej liczbie przypadkow bardziej ograniczonych wad, dzigki
rozwojowi opieki medycznej, dziecko przezywa okres noworodkowy i niemowlecy.
Odsetek dzieci przezywajgcych zalezy nie tylko od stopnia cigzkosci wady, ale
réwniez od dostepnosci i spotecznej akceptacji leczenia. Przyktadowo prawie 100%
dzieci z wada umiera w wiejskich rejonach pdtnocnych Chin, 35% w Holandii a tylko
10% w USA. Dzigki potencjalnym mozliwosciom leczenia i zapobiegania péznym
powiklaniom wad cewy nerwowej (np. niewydolnoS¢ nerek) poprawia sie rowniez
rokowanie dtugoterminowe dla oséb dorostych obarczonych wadg. Wedtug réznych
danych 30 lat przezywa ok. 52-68% o0sdb operowanych wkrotce po urodzeniu [11].
W zaleznosci od dostepnosci leczenia oraz powiktan zwigzanych z wodogtowiem i
jego leczeniem, iloraz inteligencji tych, ktérzy przezyli, ksztaltuje sie na poziomie
srednio od 72 do 102 [1]. Intensywna rehabilitacja i leczenie ortopedyczne

pomagajg znacznemu odsetkowi dzieci w nauce chodzenia.

1.5. Etiologia wad cewy nerwowej

Ze wzgledu na heterogennos¢ efiologiczng wad cewy nerwowej,
identyfikacja odpowiedzialnych za ich powstawanie czynnikdw przyczynowych jest
ciagle otwartym problemem. Wiadomo, ze czeS¢ wad z grupy dysrafi moze
stanowi¢ element wigkszych zaburzen genetycznych. Wymienia sig tutaj aberracje

chromosomowe takie jak trisomia 13, trisomia 18, triploidia i zespét Tumera.
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Kolejng grupe stanowig wady bedace skitadowq rzadkich zaburzen takich jak
sekwencja tasm owodniowych lub tez zespotdéw chorobowych uwarunkowanych
mutacjg pojedynczych genow — taka sytuacja wystepuje w zespotach Meckela-
Grubera, Walkera-Warburga i zespole Waardenburga. Z drugiej strony
zidentyfikowano kilka czynnikéw o dziataniu teratogennym, zwiekszajgacych ryzyko
wystapienia wady. Zalicza sie do nich matczyng cukrzyce typu |, stosowanie u
matki lekéw przeciwpadaczkowych - kwasu walproinowego i karbamazepiny, a
takze innych lekow -~ aminopteryny i warfaryny. Niejasna jest réwniez rola
narazenia matki na hipertermie oraz naduzywania przez matke alkoholu jako
kolejnych czynnikbw mogacych przyczynia¢ sig¢ do powstania wad cewy nerwowej

[37, 51, 85].

Wszystkie wymienione czynniki odpowiadajg jednak jedynie za niewielki
odsetek wad cewy nerwowej. Przyczyna powstawania wad izolowanych, nie
stanowigcych czesci wiekszych zespotdw o podiozu genetycznym, w wiekszosci

przypadkéw pozostaje niejasna.

1.5.1. Koncepcja folianozalezno$ci wad cewy nerwowej

Obserwacje epidemiologiczne prowadzone w latach 70-tych i 80-tych
dostarczyly przestanek do wysuniecia teorii o wspdéinym wplywie na powstawanie
wad cewy nerwowej ze strony czynnikow genetycznych i modyfikujgcych je

czynnikow Srodowiskowych. Badania nad dziedziczeniem wad cewy nerwowej
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prowadzono miedzy innymi w Zaktadzie Genetyki Medycznej w Krakowie. W trakcie
tych badan zaproponowano model dziedziczenia sumujgcego z niepetng penetracjg
genu i 55% czestosScig przypadkéw sporadycznych [64]. Z drugiej strony wielu
badaczy analizowato wptyw czynnikéw $rodowiskowych na czesto$¢ wystepowania
omawianych wad. Obserwowana zwiekszona zachorowalno$¢  wsrdd
przedstawicieli nizszych warstw spotecznych przyczynita sie do podjecia badan
dotyczacych sposobu Zzywienia matek dzieci z wadg cewy nerwowej. Sposob
zywienia moze wykazywac znaczne zréznicowanie w zaleznosci od pory roku, kraju
czy warstwy spolecznej, wplywajac na stopien ekspresji pewnych cech
uwarunkowanych genetycznie. Potencjalny efekt niedozywienia dodatkowo
poteguje sie u ptodu, kidry w okresie szybkiego podziatu komoérek nie otrzymuije

wystarczajgce;j ilosci substancji odzywczych.

W koncu lat 70-tych prowadzono badania nad wplywem suplementacji
witamin na wystepowanie omawianych wad. Zwrécono uwage na istotng role
kwasu foliowego w zapobieganiu wystapieniu wad cewy nerwowej [76]. W roku
1981 w badaniu prowadzonym przez Laurence'a i wsp. w niewielkiej grupie matek
dzieci z wada cewy nerwowej [43] oraz na poczatku lat 90-tych, w badaniach
populacyjnych prowadzonych przez British Medical Research Council [57] oraz
Czeizela i Dudasa [17] wykazano znamiennie nizsze ryzyko wystapienia takich wad
u potomstwa kobiet zazywajgcych kwas foliowy. Badania te zostaly nastepnie
potwierdzone w innych osrodkach w Europie, USA i Azji [9, 73]. Wsrod dzieci
matek zazywajacych kwas foliowy (w pordwnaniu do dzieci kobiet nie

zazywajacych kwasu foliowego) stwierdzono redukcje czestosci wad cewy
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nerwowej o ok. 50-70%. Dodatkowo wykazano obnizone stezenie folianéw w
surowicy i erytrocytach kobiet, ktére urodzily dziecko z wadg cewy nerwowej [54,

72, 96].

Jezeli przyjaé, ze kwas foliowy spetnia protekcyjng role w stosunku do wad
cewy nerwowej, to logicznym wydaje sie¢ podjecie proby okreslenia genetycznych

mechanizméw warunkujgcych takie dziatanie.

W organizmie ssakéw kwas foliowy bierze udziat w transporcie rodnikow
jednoweglowych, stanowigcym miedzy innymi integraing cze$¢ procesu syntezy
nukleotyddw, a takze w wielu reakcjach metylacji. Po wykazaniu podwyzszonego
stezenia homocysteiny w surowicy i w plynie owodniowym grupy kobiet, ktére
urodzity dziecko z wadg cewy nerwowej, wykazaniu mniejszej zawartosci metioniny
w ich diecie, oraz po udowodnieniu roli metioniny jako czynnika niezbednego do
prawidtowego zamykania si¢ cewy nerwowej w eksperymentach prowadzonych na
myszach, badania skoncentrowaly sie na folianozaleznym szlaku remetylacii
homocysteiny do metioniny [21, 52, 53, 72, 74, 77, 93]. Podwyzszenie stezenia
homocysteiny w surowicy oraz obnizenie stezenia folianéw w surowicy i w
erytrocytach stwierdzono réwniez u dzieci z wadg cewy nerwowej [90], co
przemawia za wspc')lnym wplywem czynnikbw matczynych i ptodowych na
powstawanie omawianych wad. Dodatkowg przestanke do badan przemian
aminokwasow siarkowych stanowilo stwierdzenie obnizonego stezenia witaminy
B2 w surowicy i plynie owodniowym pobranym od kobiet, ktére urodzity dziecko z
wadg cewy nerwowej. Witamina ta stanowi koenzym dla syntazy metioniny -

centralnego enzymu opisywanego szlaku metabolicznego [19, 52, 53, 78].
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Wsroéd gendw, ktorych dysfunkcja, u matki lub u plodu, potencjalnie
prowadzitaby do zmniejszenia aktywnosci szlaku remetylacji homocysteiny do
metioniny (a w konsekwencji do wystgpienia hiperhomocysteinemii,
hipometioninemii i mozliwosci powstania wady cewy nerwowej) wymieniane sg
geny kodujgce trzy enzymy bezposrednio zwigzane z reakcjg remetyiaci:
reduktaze 5,10-metylenotetrahydrofolianowa, syntaze metioniny i reduktaze
syntazy metioniny. Szczegdlne zainteresowanie budzg polimorfizmy wymienionych
gendw, to znaczy warianty wystepujace w populacji z czestoscig powyzej 1%,
mogace powodowaé uposledzenie funkcji kodowanego enzymu, co stanowi
potencjalny czynnik ryzyka wystapienia wady cewy nerwowej. Najistotniejsze

elementy szlaku remetylacji homocysteiny do metioniny przedstawia rycina 2.
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Biatko

l

Metionina
Tetrahydrofolian \

Seryna S-adenozylometionina

Dwumetyloglicyna

5,10-metylenotetrahydrofolian 2 B12 CH
3 Betaina «—— Cholina ’
1 S-adenozylohomocysteina
5-metylotetrahydrofolian
Homocysteina Adenozyna
Seryna
Kwas foliowy Be
Cystationina
1 - reduktaza 5,10-metylenotetrahydrofolianowa
2 - syntaza metioniny
3 - reduktaza syntazy metioniny
Rycina 2. Szlak remetylacji homocysteiny do metioniny
1.5.2. Polimorfizmy genéw kodujacych enzymy szlaku remetylacji
homocysteiny do metioniny
e Polimorfizmy 677C-T i 1298A-C genu reduktazy

5,10-metylenotetrahydrofolianowe;j
Reduktaza 5,10-metylenotetrahydrofolianowa (MTHFR) katalizuje redukcije

5,10-metylenotetrahydrofolianu do  5-metylotetrahydrofolianu, prowadzac do
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wytworzenia aktywnej formy folianu, potrzebnej do reakcji remetylacji homocysteiny
do metioniny [25]. U czlowieka gen kodujagcy MTHFR zlokalizowany jest na
chromosomie 1 (1p36.6). Gen ten sktada si¢ z 11 egzondw, a catkowita diugosc

rejonu kodujacego wynosi 1980 par zasad [25, 32].

Dotychczas opisano dwa czgste polimorfizmy genu MTHFR, ktérych

obecno$¢ prowadzi do obnizenia aktywnos$ci kodowanego enzymu.

> Pierwszy, zlokalizowany w czwartym egzonie, w rejonie kodujgcym miejsce
wigzania folianéw (a wiec rejon katalityczny, istotny dla aktywnosci enzymu),
polega na tranzycji cytozyny w tyming w pozycji 677 (677C—T), co prowadzi
do zamiany alaniny na waling [28]. Obecno$¢ polimorfizmu prowadzi do
powstania termolabilnej formy enzymu, ktérego aktywnosé u osoéb
homozygotycznych (dwa allele 677T) wynosi 35% aktywnoSci prawidiowe;j,
uposledzajac produkcje 5-metylotetrahydrofolianu i dodatkowo rozktad
folianébw pomiedzy osoczem i krwinkami czerwonymi [18, 28, 31, 88].
Obecno$¢ genotypu 677TT wigze sie z podwyzszonym stezeniem
homocysteiny w surowicy oraz obnizonym stezeniem folianéw w surowicy i
prawdopodobnie w erytrocytach [5, 10, 35]. Podwyzszonego stezenia
homocysteiny w surowicy nie wykazano natomiast u heterozygot, u ktérych
aktywnos¢ MTHFR wynosi okoto 70% [97].

> Drugi z opisanych polimorfizméw zlokalizowany jest w sibdmym egzonie, w
regionie odpowiedzialnym prawdopodobnie za regulacje aktywnosci enzymu

poprzez interakcie z S-adenozylometioning [88]. Polega na transwersji



1. Wstep 32

adeniny w cytozynge w pozycji 1298 (1298A—C), co wigze si¢ z zamiang
glutaminy na alaning i obnizeniem aktywnosci enzymu o o0soéb
homozygotycznych (dwa allele 1298C) do okoto 60% aktywnosci
prawidtowej [88]. W przeciwienstwie do polimorfizmu 677C—T, polimorfizm
1298A—C nie powoduje znaczacego podwyzszenia catkowitego stezenia
homocysteiny ani obnizenia stezenia folianéw w surowicy [88].

> Podwyzszenie stezenia homocysteiny i obnizenie stezenia folianow w
surowicy wystepuje natomiast w sytuacji obecnosci podwaéjnej
heterozygotycznoSci w zakresie opisanych polimorfizméw (genotyp
677T/1298C). Genotyp taki wiaze sie z obnizeniem aktywnosci enzymu o
okolo 50% [88].

Homozygotycznos¢ w zakresie obu wymienionych mutacji jednoczesnie jest
Zjawiskiem niezwykle rzadkim i opisywana byla dotychczas jedynie w tkankach
poronionych ptodéw [40]. Jedynie w kilku doniesieniach opisywano rzadkie
wystepowanie u ludzi genotypu 677TT/1298AC i 677CT/1298CC [25, 27, 40, 97).
Wyjasnieniem tego zjawiska moze by¢ hipotetyczne sprzezenie pomiedzy loci

wewnagtrzgenowymi obu mutac;ji [79, 88].

¢ Polimorfizm 2756A—G genu syntazy metioniny

Drugim, obok reduktazy 5,10-metylenotetrahydrofolianowej, folianozaleznym
enzymem, biorgcym bezposSredni udzial w reakcji remetylacji homocysteiny jest
syntaza metioniny. Enzym ten kodowany jest przez gen znajdujacy sie na

chromosomie 1, w pozycji 1q43. Catkowita diugos¢ regionu kodujacego wynosi



1. Wstep 33

3798 par zasad [46, 91]. Syntaza metioniny katalizuje sama reakcje remetylaciji, a
brak jej aktywnosci powoduje wystgpienie objawdw homocystynurii. Obok rzadkich
mutacji genu syntazy metioniny zidentyfikowany zostat polimorfizm polegajacy na
tranzycji adeniny w guaning w pozycji 2766 (2756A—G), ktdrej konsekwencja jest
podstawienie kwasu asparaginowego przez glicyng w poblizu domeny wigzacej S-
adenozylometioning. Glicyna zaburza w tej pozycji strukture przestrzenng biatka, co
potencjalnie mogtoby prowadzi¢ do obnizenia aktywnosci syntazy metioniny i

podwyzszenia stezenia homocysteiny w surowicy [55, 91].

e Polimorfizm 66A—G genu reduktazy syntazy metioniny

Trzecim sposréd enzymow bioracych bezpos$redni udziat w reakcii
remetylacji homocysteiny do metioniny jest reduktaza syntazy metioniny. Utrzymuje
ona w stanie aktywnym syntaze metioniny, a wiec jej dysfunkcja mogtaby
spowodowacC obnizenie aktywnoSci syntazy metioniny z automatycznym
podwyzszeniem stezenia homocysteiny w surowicy. Gen kodujacy reduktaze
syntazy metioniny zostat zlokalizowany na chromosomie 5, w pozycji 5p15.2-15.3
[44]. W ostatnim okresie zidentyfikowano polimorfizm genu reduktazy syntazy
metioniny polegajacy na wystapieniu tranzycji adeniny w guanine w pozycji 66, co
taczy sie z zamiang izoleucyny w metionine. Polimorfizm ten wystepuje w rejonie
prawdopodobnie odpowiedzialnym za wigzanie FMN (5-fosforan rybofiawiny),

potencjalnie waznym dla aktywnosci enzymatycznej kodowanego biatka [102, 103].
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1.5.3. Folianoniezalezne wady cewy nerwowej

Badania eksperymentalne prowadzone na myszach doprowadzity do
okresSlenia gendw, ktorych mutacje powodujg u nich wystgpienie wad cewy
nerwowej. Wyselekcjonowano ponad 60 szczepdw myszy z wysokg czestoscig
wystepowania omawianych wad [16, 23, 24, 41]. Potwierdzono role kwasu
foliowego, identyfikujac szczepy myszy, u ktérych czesto wystepuja wady
folianozalezne (mutacje w obrebie gendéw Pax3, Cart1, Sp, Cd). Ze wzgledu na
ewolucyjng i genetyczng zaleznoS¢ kompleksu gendéw T/, determinujgcych
wystepowanie wad dysraficznych i gendéw H-2, warunkujgcych antygeny zgodnosci
tkankowej u myszy, oraz znaczng homologie¢ chromosomalnych regionéw
gtéwnego ukiadu zgodnosci tkankowej u myszy i u cziowieka, poszukiwano
markerow wad cewy nerwowej w ukiadzie MHC [63]. Opisano asocjacje tych wad z
niektérymi allelami uktadu HLA klasy | [63, 69]. Badania prowadzone na myszach
doprowadzily tez do wyselekcjonowania szczepu curly tail (ct). U myszy curly tail
nie stwierdzono folianozaleznosci wad cewy nerwowej, zaobserwowano natomiast
znaczng redukcje czestosci wad po podaniu inozytolu {33, 41, 48]. Dotychczas nie
prowadzono badan nad potencjalnymi zaletami stosowania inozytolu w
zapobieganiu wadom cewy nerwowej u ludzi, by¢é moze jednak suplementacja
inozytolu mogtaby zwiekszyé skuteczno$é pierwotnej profilaktyki wad cewy

nerwowej [16].
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2. CEL PRACY

Celem badan byta analiza roli polimorfizméw genéw kodujacych enzymy
szlaku remetylacji homocysteiny do metioniny jako potencjalnych czynnikéw ryzyka
wystapienia wady cewy nerwowej. Analize te przeprowadzono poprzez weryfikacje

nastepujacej hipotezy zerowe;j:

HO: Polimorficzne warianty 677 C—T, 1298 A—C genu reduktazy 5,10-
metylenotetrahydrofolianowej, 2756 A—G genu syntazy metioniny oraz 66 A—>G
genu reduktazy syntazy metioniny wystepujg z jednakowa czesto$ciag w populacii
ogdlnej oraz w populacjach matek dzieci z wadg cewy nerwowej i dzieci z wadg

Cewy nerwowe;j.
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3. MATERIALY | METODYKA

3.1. Badana populacja

Uniwersytecki Szpital Dzieciecy w Krakowie stanowi trzeciorzedowy osrodek
referencyjny w zakresie leczenia neurochirurgicznego oraz kompletnej opieki na
dzieémi z wadg cewy nerwowej, obejmujgc rejestracjg pelng populacje dzieci z
wadg, z wytaczeniem tych, ktdre urodzity sie martwo, lub zmarly przed przestaniem

do Instytutu.

Uczestnictwo w badaniu zaproponowano 130 kolejnym rodzinom dzieci z
izolowang wadg cewy nerwowej, ktére byly kontrolowane w Poradni Mielodysplazji
w okresie od lipca 1999 do czerwca 2000. Rodziny, ktére wyrazily pisemng zgode
na uczestnictwo (zgodnie z wymogami Komisji Bioetycznej Uniwersytetu
Jagielloriskiego), byty wigczane do badan. Oceniajac, czy wada cewy nerwowej ma
charakter izolowany opierano sie na dokumentacji medycznej, zawierajacej dane
uzyskane w trakcie hospitalizacji i konsultacji dzieci w poradniach szpitala, w tym w

Poradni Genetyczne,.

W badaniu braly udziat dzieci z wadg cewy nerwowej i ich matki. W kilku
przypadkach w badaniu uczestniczylo jedynie peinoletnie dziecko lub tez, na

prosbe rodzicéw, sama matka. Ostatecznie grupa osob badanych skiadala sie z
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przedstawicieli 115 rodzin, w tym 108 dzieci z wadg cewy nerwowej i 112 matek

dzieci z wadag cewy nerwowe;j.

‘W odniesieniu do dzieci uczestniczacych w badaniu, na podstawie analizy
dokumentacji medycznej i dodatkowego wywiadu, prowadzono rejestracje danych
obejmujacych:

e wiek w momencie badania,
e piec,
e rodzaj i lokalizacje anatomiczng wady (tabela 1), okreslane na podstawie:

o opisu zabiegu operacyjnego korekcji wady, wraz z wynikiem badania
histopatologicznego,

o wynikdw badan obrazowych obejmujgcych zdjecia rentgenowskie
kregostupa (w tym zdjecia z cystografii mikcyjnej i urografii),
magnetyczny rezonans jadrowy osrodkowego ukladu nerwowego i
mielografie,

o badania neurologicznego, oceniajgcego zakres zaburzen czuciowych
i ruchowych,

e obecnos¢ wodogtowia i zespotu Amolda - Chiariego (analiza uwzgledniata

wyniki badan obrazowych - ultrasonografii mézgu, tomografii komputerowe;j i
magnetycznego rezonansu jgdrowego gtowy),

e posiadanie rodzenstwa z wadg cewy nerwowe;.
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Tabela |. Zastosowany podziat wad cewy nerwowej, wynikajgcy z hipotezy

o wielomiejscowym zamykaniu sie cewy nerwowej oraz wyodrebnienia

pierwotnej i wtdbmej neurulacii.

Grupa

Odpowiadajgce punkty zamykania si¢
cewy nerwowej

Cephalocele (przepukliny czaszkowo -
oponowe i czaszkowo-0ponowo -

mozgowe)

2,34

Wady w okolicy piersiowo - ledzwiowe;j
(obejmujgce rdzen kregowy powyzej
segmentu L2)

1 (oraz ewentualnie 5 i dolny
odcinek krzyzowy)

Wady w okolicy ledzwiowo - krzyzowej
(obejmujgce rdzen kregowy ponizej
segmentu L1)

5 (oraz ewentualnie
dolny odcinek krzyzowy)

Wady dolnego odcinka okolicy krzyzowe;j
(segmenty rdzenia kreggowego ponizej
S2)

Zaburzenia procesu wtémej neurulacii

W odniesieniu do matek uczestniczacych w badaniu, na podstawie analizy

dostepnej dokumentacji medycznej
rejestrowano dane obejmujgce:
o wiek w chwili urodzenia dziecka,

e ewentualng cukrzyce matczyna,

dziecka oraz dodatkowego wywiadu,

o stosowanie przez matke w pierwszych dwoch miesigcach cigzy lekdw

mogacych mie¢ zwigzek z wystgpieniem wady cewy nerwowej (kwasu

walproinowego, karbamazepiny, aminopteryny i warfaryny)

e narazenie na hipertermie w pierwszych dwoch miesigcach cigzy,
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e urodzenie drugiego dziecka z wadg cewy nerwowej lub poronienie ptodu z

wadg cewy nerwowe;.

Grupe kontrolng stanowito pierwszych 100 uczestnikéw wybranych z
reprezentatywnej dla populacji krakowskiej, losowo dobranej grupy 310
niespokrewnionych os6b w wieku od 18 do 64 lat, bioracych udziat w populacyjnym
badaniu polimorfizmow reduktazy 5,10-metylenotetrahydrofolianowej,
prowadzonym w Il Katedrze Choréb Wewnetrznych Collegium Medicum

Uniwersytetu Jagielloriskiego.

W trakcie planowania badania zaktadano jedynie analize trzech
polimorfizméw: 677 C—T genu reduktazy 5,10-metylenotetrahydrofolianowej, 2756
A—G genu syntazy metioniny i 66 A—G genu reduktazy syntazy metioniny. Jednak
ze wzgledu na potencjalng role polimorfizmu 1298 A—C genu reduktazy 5,10-
metylenotetrahydrofolianowej w obnizeniu aktywnosci szlaku remetylacii
homocysteiny do metioniny, badanie poszerzono o genotypowanie w kierunku
obecnosci powyzszego, czwartego polimorfizmu. Jednoczesnie, ze wzgledu na
wczesniejsze okre$lenie przez badaczy z |l Katedry Choréb Wewnetrznych
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielloriskiego czestosci polimorfizméw genu
reduktazy 5,10-metylenotetrahydrofolianowej w catej wspomnianej 310-osobowe;j
grupie, zrezygnowano z planowanego poczatkowo genotypowania w zakresie
polimorfizmu 677C—T u 100 os6b nalezacych do tej grupy, majacych stanowic
Populacjg kontrolng w niniejszym badaniu. W przeprowadzonej analizie dotyczace;j

polimorfizméw 677C—T i 1298A—C oparto sig na danych dotyczacych
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populacyjnego rozktadu wystepowania wymienionych polimorfizméw [82].
Ostatecznie genotypowanie prowadzono w odniesieniu do wszystkich badanych
polimorfizméw w grupach 112 matek dzieci z wada cewy nerwowej oraz 108 dzieci
z wadg cewy nerwowej, natomiast w odniesieniu do polimorfizméw gendw syntazy
metioniny i reduktazy syntazy metioniny dodatkowo w 100-osobowej grupie

kontrolne;.

3.2. Metodyka badan

Genotypowanie prowadzono metodg fafcuchowej reakcji polimerazy
(polymerase chain reaction - PCR) w potgczeniu z analizg dtugosci fragmentéw

restrykcyjnych (restriction fragments length polymorphism - RFLP).

tancuchowa reakcja polimerazy jest metoda umozliwiajgcg zwielokrotnienie
liczby kopii fragmentu kwasu nukleinowego danego organizmu, przy niezwykle
matej iloSci powielanego wzorca. Ze wzgledu na fakt powielania nawet
pojedynczych fragmentéw kwasow nukleinowych w milionach kopii, reakcja ta
okreslana jest réwniez mianem amplifikacji. Do przeprowadzenia reakcji PCR, poza
amplifikowanym kwasem nukleinowym, niezbedna jest obecno$¢ specyficznego
enzymu - termostabilnej polimerazy DNA, substratéw - starterow ograniczajacych
miejsce zachodzenia polimeryzacji do okreslonego fragmentu kwasu nukleinowego
i dezoksynukleotydéw (dATP, dGTP, dTTP, dCTP), oraz koenzymu polimerazy -

jondw Mg. PCR jest tréjetapowym procesem, powtarzanym cyklicznie zalozong
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ilos¢ razy. Pojedynczy cykl sktada si¢ z denaturaciji termicznej DNA stanowigcego
matryce, przytgczania do matrycy starteréw i wydtuzania (polimeryzacji). Produkt
uzyskany w jednym cyklu stanowi matryce w nastepnym, a kazdy cykl teoretycznie
podwaja liczbe fragmentow kwasu nukleinowego - stad okreslenie reakcja

fancuchowa.

Analiza dtugosci fragmentéw restrykcyjnych jest metoda umoziiwiajaca
stwierdzenie w badanym genomie obecnos$ci mutacji o typie zmiany jednego
nukleotydu, jezeli prowadzi ona do nabycia lub utraty miejsca ciecia przez enzym
restrykcyjny. Polega na poddaniu zamplifikowanego fragmentu kwasu
nukleinowego dziataniu enzymu restrykcyjnego i ocenie diugosci uzyskanych
fragmentéw metoda elektroforezy na zelu agarozowym lub poliakrylamidowym. W
przypadku obecnosci poszukiwanej mutacji, w badanej probce mozna stwierdzié¢

fragmenty kwasow nukleinowych o okreslonej diugosci.

3.2.1. Odczynniki stosowane w trakcie badania

e DNAzol® Reagent (GIBCO BRL, USA),
e Polimerazy DNA:
o Taq DNA Polymerase (GIBCO BRL, USA),
o DyNAzyme Il DNA Polymerase (FINNZYMES, Finlandia),
o BIOTOOLS DNA Polymerase (BIOTOOLS - Biotechnological &

Medical Laboratories S.A., Hiszpania),
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Endonukleazy restrykcyjne:
o Hinf1 (EUROGENTEC, Belgia),
o Mbo Il (EUROGENTEC, Belgia),
o Hae lll (EUROGENTEC, Belgia),

o Nde | (New England Biolabs, USA),

Agaroza:
o Metaphor® - agaroza do rozdziatu matych fragmentéw kwaséw
nukleinowych (FMC BioProducts, USA),

o Agaroza do rutynowego uzytku (SIGMA Chemical Co., USA),

Startery do tancuchowej reakcji polimeryzacji (PCR), zsyntetyzowane przez

TIB Molbiol (Polska),

Mieszanina dNTP (dezoksynukleotydéw) do reakcji PCR (Polgen, Polska;
FINNZYMES, Finlandia),
e Bufor do elektroforezy zawierajgcy:
o 89 mM TRIS (Sigma Chemical Co., USA),
o 89 mM kwas bomy (Sigma Chemical Co., USA),
o 0,2 mM EDTA (Sigma Chemical Co., USA),
e Mieszanina lizujgca zawierajgca:
o 154 mM NH,4CI (POCH, Polska),
o 9,2 mM KHCO; (POCH, Polska),
o 2 mM EDTA (Sigma Chemical Co., USA),
e 1,5 mM MgCl, (GIBCO BRL, USA; BIOTOOLS - Biotechnological & Medical

Laboratories S.A., Hiszpania),
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e Dimetylosuifotlenek (DMSO),

e Bromek etydyny (ET-Br),

 Bufor tadujacy do elektroforezy (30% Ficoll, 100 mM EDTA, 0,05% btekit
bromofenolowy),

e Alkohol etylowy 70% i 96%,

e 0,5MEDTA (Sigma Chemical Co., USA),

e Olej mineralny do PCR (PROMEGA, USA),

e Amputkowana jatowa woda do iniekcji i amputkowany jatowy 0,9% NaCl

(Polfa, Polska),

3.2.2. Izolacja DNA

W pierwszym etapie badania wyizolowano DNA uczestniczgcych w badaniu
108 dzieci i 112 matek z rodzin obcigzonych wystgpieniem wady cewy nerwowe;.
W tym celu postepowano wedlug procedury podanej w tabeli Il. Dodatkowo
zabezpieczono otrzymane z || Katedry Choréb Wewnetrznych Collegium Medicum

Uniwersytetu Jagiellonskiego probki DNA 100 oséb tworzacych grupe kontrolna.
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Tabela Il. Procedura izolowania DNA z petnej krwi, stosowana w Laboratorium

Genetyki Molekularnej Katedry Pediatrii Collegium Medicum Uniwersytetu

Jagiellonskiego.

8.

9.

10.Do amplifikacji DNA wysuszy¢, zala¢ 600 pyl 8BmM NaOH, inkubowac przez

. Pobrac¢ 4 - 5 ml krwi do probéwki z dodatkiem 0,5 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0).

Wirowac€ krew przez 20 minut, przy predkosci 4800 obrotdw na minute, w
temperaturze 20°C (wirbwka Heraeus Sepatech Biofuge 28 RS).

Zebrac leukocyty umieszczone w interfazie, zala¢ 50 mil buforu lizujacego,
przeprowadzi¢ lize w temperaturze 4°C.

Wirowac 20 minut przy predko$ci 7000 obrotéw na minute, w temperaturze
4°C (wirébwka Heraeus Sepatech Biofuge 28 RS).

Osad zawiesi¢ w 300 pl soli fizjologiczne;.

Dodaé 900 pl odczynnika DNAzol® Reagent produkcji GIBCO BRL,
wymieszac.

Doda¢ 900 pl 96% alkoholu etylowego.

Wytrzqsac’: delikatnie celem wyprecypitowania DNA.

Dwukrotnie przeptukaé DNA 70% alkoholem.

24 godziny w temperaturze 42°C celem rozpuszczenia.
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3.2.3. Analiza polimorfizmu 677 C—T genu reduktazy

5,10-metylenotetrahydrofolianowej

Wystapienie tranzycji C—»T w pozycji 677 powoduje powstanie miejsca
trawienia dla restryktazy Hinf | [28]. Enzym ten rozpoznaje sekwencje G*AGTC, nie
wystepujacg w allelu prawidtowym. Do amplifikacji stosowano startery
zaprojektowane w Zaktadzie Genetyki Medycznej Katedry Pediatrii, w oparciu o
sekwencje genowg dostepna w publicznych bazach danych
(http/iwww.ncbi.nim.nih.gov). W trakcie genotypowania postepowano wediug
ponizszego schematu:

e prébki DNA amplifikowano w objetosci 30 pl, w mieszaninie zawierajgce;j:
o 3 gl rozpuszczonego DNA,
o 0,3 pl (1,5 U) Taq DNA polymerase oraz 3 pl dofaczonego do
polimerazy buforu,
o 0,6 pl 10 mM roztworu dNTP (FINNZYMES),
o 0,9 pl 1,5 mM roztworu MgCly,
o po 1,5 ul 20 mM roztworu starteréw o sekwencjach:
e CTGACC TGA AGC ACT TGA AGG (sens),
e AGT GAT GCC CAT GTC GGT (antysens),
o 19,2 pl wody.
e reakcje prowadzono w termocyklerze Perkin Elmer 480, stosujac
nastepujacy profil termiczny:

o denaturacja wstepna: 95°C - 9 minut,
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o 30 cykli o nastepujgcych parametrach:
e denaturacja; 95°C - 1 minuta,
e przytgczanie starteréw: 58°C - 1 minuta,
e wydtuzanie: 72°C - 1 minuta,

o koncowe wydluzanie: 72°C - 10 minut,

e uzyskany produkt amplifikacji o diugosci 122 par zasad poddawano
trawieniu, dodajac do 8 ul produktu 2yl buforu zawierajacego 10 U enzymu
Hinf .

e produkty trawienia rozdzielano przy pomocy elektroforezy na 4% zelu

agarozowym METAPHOR.

W obecnosci genotypu 677TT uzyskiwano 2 fragmenty: pierwszy o diugosci
82 par zasad i drugi o dlugosci 40 par zasad. W obecnosci genotypu 677CC nie
obserwowano ciecia produktu amplifikacji. Réznicowanie genotypow 677CC,

677CT i 677TT przedstawia rycina 3.
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Rycina 3. Réznicowanie poszczegodlnych genotypow w zakresie polimorfizmu
677C—T genu reduktazy 5,10-metylenotetrahydrofolianowej - wynik elektroforezy
na zelu agarozowym. Od strony lewej widoczne nastepujgce prébki: 1 - znacznik
(kolejne fragmenty o dtugosci zwiekszajacej sie o 50 par zasad), 2 - homozygota
677TT (fragment o diugosci 82 par zasad odpowiadajacy dwom allelom 677T),
3 - heterozygota 677CT (fragment o dlugo$ci 122 par zasad odpowiadajacy allelowi
677C oraz fragment o dlugo$ci 82 par zasad odpowiadajacy allelowi 677T),
4 - homozygota 677CC (fragment o dlugosci 122 par zasad odpowiadajgcy dwém
allelom 677C). W prébce nr 2 stabo widoczny (ze wzgledu na parametry zelu
agarozowego), nieistotny dla réznicowania genotypow, fragment o dtugosci 40 par
zasad, pochodzacy z przeciecia allela 677T.

3.2.4. Analiza polimorfizmu 1298 A—»C genu reduktazy

5,10-metylenotetrahydrofolianowej

Genotypowanie prowadzono wediug metodyki podanej przez van der Put
[88], we wiasnej modyfikacji. Wystapienie transwersji A—>C w pozycji 1298
powoduje likwidacje miejsca trawienia dla restryktazy Mbo Il. Enzym ten rozpoznaje
sekwencje GAAGA(N)8*, wystepujagcg w allelu prawidtowym. W trakcie

genotypowania postepowano wedtug ponizszego schematu:
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o probki DNA amplifikowano w objetosci 25 pl, w mieszaninie zawierajgce;:

o 3 ul rozpuszczonego DNA,

o 0,75 (.1,5 U) DyNAzyme Il DNA Polymerase oraz 2,5 ul
dotgczonego do polimerazy buforu,

o 0,25 pl 25 mM roztworu dNTP (Polgen),

o 1,25 ul dimetylosulfotlenku,

o po 1 ul 10 mM roztworu starteréw o nastepujacych sekwencjach:
e CTT TGG GGA GCT GAA GGA CTA CTA C (sens),
e CACTIT GTG ACC ATT CCG GTT TG (antysens),

o 15,25 pl wody.

e reakcje prowadzono w termocyklerze Perkin Elmer 480, stosujgc

nastgpujacy profil termiczny:
o denaturacja wstepna: 92°C - 4 minuty,
o 35 cykli o nastepujgcych parametrach:
e denaturacja: 92°C - 1 minuta,
e przytgczanie starterow: 51°C - 1 minuta,
e wydiuzanie: 72°C - 30 sekund,
o koricowe wydtuzanie: 72°C - 7 minut,

e uzyskany produkt amplifikacji o diugosci 163 par zasad poddawano
trawieniu, dodajgc do 8 pl produktu 2 pl buforu zawierajgce 5 U enzymu
Mbo |I.

e produkty trawienia rozdzielano przy pomocy elektroforezy na 4% zelu

agarozowym METAPHOR.
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W obecnosci genotypu 1298CC uzyskiwano fragmenty o dtugosci 84, 31, 30
i 18 par zasad. W obecnosci genotypu 1298AA uzyskiwano fragmenty o dtugosci
56, 31, 30, 28 i 18 par zasad. Réznicowanie genotypdw 1298AA, 1298AC i 1298CC

przedstawia rycina 4.

<—100p=
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Rycina 4. Réznicowanie poszczegdinych genotypéw w zakresie polimorfizmu
1298A—C genu reduktazy 5,10-metylenotetrahydrofolianowej - wynik elektroforezy
na zelu agarozowym. Od strony lewej widoczne nastepujace probki: 1 -
heterozygota 1298AC (fragment o diugosci 84 par zasad odpowiadajacy allelowi
1298C i fragment o diugosci 56 par zasad odpowiadajacy allelowi 1298A), 2 i 3 -
homozygoty 1298AA (fragment o diugosci 56 par zasad odpowiadajgcy dwom
allelom 1298A), 4 - homozygota 1298CC (fragment o diugo$ci 84 par zasad
odpowiadajacy dwém allelom 1298C), 5 - znacznik (kolejne fragmenty o diugosci
zwigkszajacej sie¢ o 50 par zasad). Ze wzgledu na parametry zelu agarozowego
niewidoczne sag krotsze fragmenty nukleotydowe, nieistotne w rdéznicowaniu
poszczegolnych genotypéw. W kazdej probce widoczny jest ponadto dodatkowy,
staty, niespecyficzny fragment o dtugosci ok. 70 par zasad.
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3.2.5. Analiza polimorfizmu 2756 A—G genu syntazy metioniny

Genotypowanie prowadzono wediug metodyki podanej przez van der Put
[91], we wlasnej modyfikacii.

Wystapienie tranzycji A—»>G w pozycji 2756 genu syntazy metioniny
powoduje powstanie miejsca trawienia dla restryktazy Hae lIl. Enzym ten
rozpoznaje sekwencje GG*CC, nie wystepujaca w allelu prawidtowym. W trakcie
genotypowania postepowano wedtug nastepujgcego schematu:

e probki DNA amplifikowano w objetosci 30 pl, w mieszaninie zawierajgce;j:
o 3 Ml rozpuszczonego DNA,
o 0,75 ul (1,5 U) DyNAzyme |l DNA polymerase oraz 3 ul dotaczonego
do polimerazy buforu,
o 0,6 pl 10 mM roztworu dNTP (FINNZYMES),
o po 1yl 20 mM roztworu starteréw o sekwencjach:
e GGT GTGTTC CCA GCT GTT AGA TG (sens),
e GAC ACT GAA GAC CTC TGA TTT GAA C (antysens),
o 20,65 pl wody.
e reakcje prowadzono w termocyklerze Perkin Eimer 480, stosujac
nastepujacy profil termiczny:
o denaturacja wstepna: 92°C - 4 minuty,
o 30 cykli o nastepujacych parametrach:
e denaturacja: 92°C - 1 minuta,

e przylaczanie starteréw: 56°C - 1 minuta,
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e wydtuzanie: 72°C — 1 minuta i 30 sekund,
o koncowe wydtuzanie: 72°C - 7 minut,

e uzyskany produkt amplifikacji o dlugosci 265 par zasad poddawano
trawieniu, dodajac do 8 pl produktu 2 pl buforu zawierajgcego 5 U enzymu
Hae lll. Produkty trawienia rozdzielano przy pomocy elektroforezy na 3%

zelu agarozowym do rutynowego uzytku, produkcji SIGMA Chemical Co.
W obecnosci genotypu 2756AA uzyskiwano nieprzeciety fragment o diugosci
265 par zasad. W obecnosci genotypu 27566GG otrzymywano dwa fragmenty o
dtugosci 180 i 85 par zasad. Réznicowanie genotypdw 2756AA, 2756AG i 2756GG

przedstawia rycina 5.

pispar zasad

Rycina 5. Rdéznicowanie poszczeg6inych genotypéw w zakresie polimorfizmu
2756A—G genu syntazy metioniny - wynik elektroforezy na zelu agarozowym. Od
strony lewej widoczne nastepujgce probki: 1 - znacznik (kolejne fragmenty o
diugosci zwiekszajgcej sie o 50 par zasad), 2 - kontrola ujemna (prébka nie
zawierajaca DNA), 3 - homozygota 2756GG (fragmenty o dtugosci 85 i 180 par
zasad odpowiadajgce dwom allelom 2756G), 4 - heterozygota 2756AG (fragment o
dtugosci 265 par zasad odpowiadajacy allelowi 2756A oraz fragmenty o dtugos$ci
180 i 85 par zasad odpowiadajgce allelowi 2756G), 5 - homozygota 2756AA
(fragment o dtugosci 265 par zasad odpowiadajgcy dwom allelom 2756A).
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3.2.6. Analiza polimorfizmu 66 A—G genu reduktazy syntazy metioniny

Genotypowanie prowadzono wedtug metodyki podanej przez Wilsona [103],

we wtasnej modyfikacji. Przy zastosowaniu tej metody amplifikacja fragmentu genu

reduktazy syntazy metioniny, powoduje wytworzenie sztucznego miejsca trawienia

dla restryktazy Nde |, ktére wystepuje w obecnosci allela prawidtowego (przy braku

tranzycji A—~>G w pozycji 66 genu reduktazy syntazy metioniny). Endonukleaza Nde

| rozpoznaje sekwencje CA*TATG. W trakcie genotypowania postepowano wedtug

nastepujacego schematu:

e prébki DNA amplifikowano w objetosci 30 pl, w mieszaninie zawierajace;j:

o

o}

o}

3 pl rozpuszczonego DNA,

0,3 ul (1,5 U) BIOTOOLS DNA polymerase oraz 3 ul dotaczonego
do polimerazy buforu,

0,25 pl 25 mM roztworu dNTP (POLGEN),

0,75 ul 1,5 mM roztworu MgCla,

po 1 ul 20 mM roztworu starteréw o sekwencjach:

e GCA AAG GCC ATC GCA GAA GAC AT (sens),

e GTG AAGATC TGC AGA AAA TCC ATG TA (antysens),

20,7 pl wody.

e reakcje prowadzono w termocyklerze Perkin Elmer 480, stosujgc

nastepujgcy profil termiczny:

o denaturacja wstepna: 95°C - 7 minut,
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o 35 cykli o nastepujgcych parametrach:
¢ denaturacja: 95°C — 45 sekund,
e przytgczanie starteréw: 50°C — 45 sekund,
e wydiuzanie: 72°C — 45 sekund,

o koncowe wydtuzanie: 72°C - 7 minut.

e uzyskany produkt amplifikacji o dlugosci 66 par zasad poddawano
trawieniu, dodajac do 6 pl produktu 2 pl buforu zawierajgcego 20 U enzymu
Nade 1.

e produkty trawienia rozdzielano przy pomocy elektroforezy na 4% zelu

agarozowym METAPHOR.

W obecnosci genotypu 66AA uzyskiwano 2 fragmenty, o dtugosci 44 par
zasad i 22 par zasad. W obecnosci genotypu 66GG nie obserwowano ciecia
produktu amplifikacji. Réznicowanie genotypdw 66AA, 66AG i 66GG przedstawia

rycina 6.
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Rycina 6. R&znicowanie poszczegolnych genotypdw w zakresie polimorfizmu
66A—G genu reduktazy syntazy metioniny - wynik elektroforezy na zelu
agarozowym. Od strony lewej widoczne nastepujgce probki: 1 - znacznik (kolejne
fragmenty o diugosci zwiekszajgcej sie o 50 par zasad), 2 - homozygota 66GG
(fragment o dlugosci 66 par zasad odpowiadajgcy dwom allelom 66G), 4 -
homozygota 66AA (fragment o dlugosci 44 par zasad odpowiadajacy dwém allelom
66A), 4 - heterozygota 66AG (fragment o diugosci 66 par zasad odpowiadajgcy
allelowi 66G i fragment o dtugosci 44 par zasad odpowiadajacy allelowi 66AA). Ze
wzgledu na parametry zelu agarozowego nie jest widoczny fragment o dtugosci 22
par zasad, pochodzacy z przeciecia allela 66A. Fragment ten nie jest jednak istotny
dla roznicowania genotypow.
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3.2.7. Statystyczne opracowanie wynikow

W trakcie analizy uzyskanych wynikéw uzyte zostaly nastepujgce metody

statystyczne:
e statystyki opisowe,
e testchi}
e dokiadny test Fishera,
e iloraz szans z okresleniem 95% przedziatu ufnosci.

Uzyskane wyniki uznawano za istotne statystycznie, jezeli poziom istotnosci p byt

mniejszy od 0,05.
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4. WYNIKI

4.1. Charakterystyka badanej populacji

Sposréd 130 rodzin obcigzonych wystgpieniem wady cewy nerwowej, ktérym
zaproponowano udziat w badaniach, zgode na uczestnictwo wyrazito 115 rodzin
(88,4%). W 104 przypadkach badano matke i dziecko (w tym w jednej z rodzin
matke i dwoje dzieci), w 3 przypadkach jedynie doroste dzieci, w 8 przypadkach na

prosbe rodzicow jedynie matki.

Wsréd badanych 108 dzieci w wieku od 1 miesiaca do 23 lat, zarejestrowano
57 dziewczat (52,8%) i 51 chiopcow (47,2%). Z cigzy | pochodzito 53 dzieci
(49,1%), z ciazy Il - 26 dzieci (24,1%), z cigzy Il - 17 dzieci (15,7%), z cigzy IV - 11
(10,2%), z cigzy V - 1 dziecko (0,9%). U 70 dzieci (64,8%) stwierdzono wade w
okolicy ledzwiowo — krzyZzowej (ponizej segmentu L1 rdzenia kregowego), u 35
(32,4%) w okolicy piersiowo — ledzwiowej (obejmujgcg segmenty rdzenia
kregowego na poziomie L1 i powyzej — do grupy tej zakwalifikowano réwniez
dziecko z wadg w okolicy szyjnej, na wysokosci C2-C3), u 2 dzieci (1,9%) w dolnym
odcinku okolicy krzyzowej (ponizej segmentu S2 rdzenia kregowego) oraz u
jednego dziecka (0,9%) encephalocoele. Wsrdd wad w zakresie kregostupa u 95
dzieci stwierdzono przepukling oponowo — rdzeniowa, natomiast u 3 przepukling
oponowg (2 w okolicy ledzwiowo — krzyzowej, 1 przepukling boczng w okolicy

piersiowo — ledzwiowej) i u 9 dzieci lipomyelocoele.
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W 15 rodzinach, ktore nie wyrazity zgody na badanie, w 11 przypadkach u
dziecka wystgpita wada w okolicy ledzwiowo-krzyzowej a w 4 przypadkach w

okolicy piersiowo-ledzwiowej.

Rycina 7 przedstawia grupe bioracych udziat w badaniu dzieci w zalezno$ci

od pici i lokalizacji wady cewy nerwowej.

45

40

10}
3s -
30 | (8

25}
20
15
10 }

5 | &

Liczba stwlerdzonych przypadkow

0 : : - £ .
ledZzwiowo-krzyzowa dolna krzyzowa BB kobiety _
piersiowo-ledzwiowa czaszkowa B mezczyzni

Okolica lokalizacji wady cewy nerwowej

Rycina 7. Struktura grupy badanych dzieci w zaleznosci od pici i lokalizacji wady

Populacje dzieci analizowano pod wzgledem sezonowosci wystepowania
wad cewy nerwowej. Na podstawie daty urodzenia i wieku ptodowego przy
urodzeniu okreslono miesiac rozpoczecia sie cigzy, z ktérej pochodzito badane
dziecko. Najmniej ciaz rozpoczeto sie w sierpniu (5), najwiecej we wrzesniu (12),
przy Sredniej 9 w miesigcu. Rdznica pomiedzy rozktadem obserwowanym i
oczekiwanym nie byta istotna statystycznie (p=0,98 w tescie chi’). Doktadne dane

przedstawia rycina 8.
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Rycina 8. Charakterystyka populacji badanych dzieci w zaleznosci

od miesigca zaptodnienia

Wsrod badanych dzieci stwierdzono obecno$¢ wodogtowia u 88 dzieci
(81,5%), w tym u 34 (97,1%) dzieci z wadq w okolicy piersiowo — ledZzwiowej, u 53
(75,7%) dzieci z wadg w okolicy ledzwiowo — krzyzowej i u dziecka z przepukling
czaszkowa. Wodogtowia nie stwierdzono u dziecka z boczng przepukling oponowsg
okolicy piersiowo - ledzwiowej, u 17 dzieci z wadg w okolicy ledzwiowo - krzyzowej
(w tym u dwojga z przepukling oponowgq), u 2 dzieci z wadgq w dolnej okolicy
krzyzowej. Wsrod 88 dzieci z wodogtowiem obecno$¢ zespotu Arnolda-Chiariego
stwierdzono u 83 dzieci (94,3%). Wodogtowie przy braku radiologicznych cech
zespotu Arnolda-Chiariego obserwowano u 1 dziecka z wadg w okolicy piersiowo -
ledzwiowej, 1 dziecka z wadg w okolicy ledzwiowo - krzyzowej i u dziecka z

przepukling mézgowa. W dwdch przypadkach nie mozna bylo oceni¢ ewentualnej
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obecnosci zespotlu Amolda-Chiariego ze wzgledu na brak wystarczajgcej

dokumentaciji radiologiczne;.

Rycina 9 przedstawia strukture grupy dzieci z wodogtowiem z

uwzglednieniem lokalizacji wady i pici dziecka.

30 (75%)

23 (76%)

18 (65%)

Liczba przypadkéw

1 (100%)

ledzwiowo-krzyzowa czaszkowa
piersiowo-ledzwiowa

B kobiety
BE mezczyzni

Okolica lokalizacji wady cewy nerwowej

Rycina 9. Grupa dzieci z wodogtowiem - podziat z uwzglednieniem

lokalizacji wady cewy nerwowej i pici dziecka

Wsréd dzieci bez wodoglowia u 9 stwierdzono przepukline oponowo-
rdzeniowq okolicy ledzwiowo - krzyzowej, u 8 lipomyelocoele (w tym u 6 w okolicy
ledzwiowo - krzyzowej i u 2 w dolnej okolicy krzyzowej) oraz u 3 dzieci przepukline

oponowa.

Sposrod bioracych udziat w badaniu matek, 72 urodzity dziecko z wadg w

okolicy ledzwiowo-krzyzowej, 36 w okolicy piersiowo-ledzwiowej, 2 w doinej okolicy
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krzyzowej, 2 matki urodzity dziecko z encephalocoele. Wsrdéd matek dzieci z wadg
w okolicy piersiowo-ledzwiowej 3 urodzity drugie dziecko z wada - w jednej rodzinie
byta to réwniez wada okolicy piersiowo - ledZzwiowej, w drugiej bezmbézgowie (dzieci
te zmarly przed rozpoczeciem niniejszego badania), w ftrzeciej u dwojga
uczestniczgcych w badaniu dzieci stwierdzono odpowiednio przepukline oponowo —

rdzeniowq okolicy szyjnej i przepukline oponowa okolicy ledzwiowo — krzyzowej).

Rycina 10 przedstawia strukture grupy matek w zaleznosci od lokalizaciji
wady u dziecka, z uwzglednieniem urodzenia dwojga dzieci z wadg w roznych

lokalizacjach.

C,18%S.18%

Th-L, 30,4 %

L-S, 643 %
dwie okolice, 1,8 %

L-S - okolica ledzwiowo-krzyzowa; Th-L - okolica .piersiowo_-lediwiowa;
S-dolny odcinek okolicy krzyzowej; C - wada w obrgbie czaszki

Rycina 10. Grupa matek - podziat ze wzglgdu na lokalizacje wady u dziecka
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W momencie urodzenia uczestniczacych w badaniu dzieci wiek matek
wynosit od 16 do 39 lat (rycina 11). W badanej populacji matek stwierdzono 3
przypadki padaczki (w jednym przypadku w cigzy leczenie prowadzono preparatem
kwasu walproinowego, w dwéch pozostatych preparatem karbamazepiny). Jedna z
matek leczona byla w ciazy z powodu cukrzycy typu D. Na podstawie
przeprowadzonego wywiadu u zadnej z matek w trakcie cigzy nie stwierdzono
narazenia na hipertermie, ani innych czynnikdbw mogacych mie¢ zwigzek z

wystapieniem wady cewy nerwowej.
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4.2. Analiza rozkladu polimorfizmu 677C— T genu reduktazy

5,10-metylenotetrahydrofolianowej w badanych populacjach

W zakresie polimorfizmu 677C—T przeprowadzono genotypowanie w
grupach 112 matek i 108 dzieci. Rozkiad poszczegéinych genotypdw w

populacjach matek i dzieci przedstawia tabela Ill.

Tabela lll. Polimorfizm 677C—T w badanych grupach, z uwzglednieniem punktow
zamykania sie cewy nerwowej i dwukrotnego urodzenia dziecka z wada
w réznych lokalizacjach

Genotyp-liczba przypadkow

Badana grupa 677CC | 677CT | 677TT
Matki (cata grupa) 58 38 16
Matki dzieci z wadg w doinym odcinku okol. krzyzowej 0 1 1
Matki dzieci z wada w okolicy ledzwiowo-krzyzowe;j 43 23 6
Matki dzieci z wadg w okolicy piersiowo-ledzwiowe;j 12 14 8
Matki dzieci z przepukling czaszkowa, 1 0 1
Matki dwojga dzieci z wada w réznych lokalizacjach 2 0 0
Dzieci (cata grupa) 42 52 14
Dzieci z wadg w doinym odcinku okolicy krzyzowej 0 1 1
Dzieci z wadg w okolicy ledzwiowo-krzyzowej 30 33 7
Dzieci z wadq w okolicy piersiowo-ledzwiowej 12 17 6
Dzieci z przepukling czaszkowg 0 1 0
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Na podstawie obserwowanego rozktadu genotypéw w grupach matek (cata
grupa) i dzieci (cata grupa) wyliczono czesto$¢ alleliczng dla allela 677T w
analizowanych populacjach. Wynosita ona dia populacji matek 0,31 a dla populaciji

dzieci 0,37.

Nastepnie na podstawie prawa Hardy'ego-Weinberga wyliczono oczekiwany
rozklad genotypéw w badanych grupach i przy pomocy testu chi® oceniono
zgodno$¢ rozktadu obserwowanego z oczekiwanym. Nie stwierdzono statystycznie
istotnych  réznic pomiedzy obserwowanymi i oczekiwanymi rozkiadami
poszczegoinych genotypéw w badanych grupach matek (p = 0,09) i dzieci (p =

0,94).

Kolejnym etapem badania byta analiza czestosSci genotypu 677TT w
badanych populacjach jako catosci i w poszczegdinych podgrupach matek i dzieci
(z uwzglednieniem hipotetycznych punktow zamykania sie cewy nerwowej i
urodzenia przez 2 matki dwojga dzieci z wadg cewy nerwowej w roznych

lokalizacjach).

Obserwowane czestosci genotypu 677TT poréwnano z czestoscig tego
genotypu w grupie 310 os6b z populacji kontrolnej badanej w Il Katedrze Chordb
Wewnetrznych Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielloriskiego (w grupie tej
stwierdzono 2 allele 677C u 201 osab, po jednym allelu 677T i 677C u 94 osdb i 2
allele 677T u 15 osdb) [82]. Rdznice pomiedzy grupami matek i dzieci w
poréwnaniu do grupy kontrolnej analizowano przy pomocy dokiadnego testu

Fishera i okreSlajgc iloraz szans z 95% przedzialem ufnosci. Stwierdzono
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statystycznie istotng réznice pomiedzy czestoscig homozygot (genotyp 677TT) w
grupach matek (cata grupa) w stosunku do populacji kontrolnej (iloraz szans = 3,27,
95% przedziat ufnosci = 1,58-6,78; p w doktadnym teécie Fishera = 0,0017) i dzieci
(cata grupa) w stosunku do populacji kontrolnej (iloraz szans = 2,92; 95% przedziat
ufnosci = 1,38-6,19; p w dokladnym tescie Fishera = 0,0059). Dokiadna analiza
genotypéw w poszczegoinych podgrupach wykazata jednak brak istotnosci
statystycznej przy poréwnaniu grupy matek dzieci z wadg w okolicy ledzwiowo —
krzyzowej z grupg kontrolng, jak réwniez grupy dzieci z taka wadg z grupg
kontrolng. Statystycznie istotne byly natomiast réznice pomiedzy grupa matek
dzieci z wada w okolicy piersiowo — ledzwiowej i grupg kontroing (iloraz szans =
6,05; 95% przedziat ufnosci = 2,41-15,18; p w doktadnym teScie Fishera = 0,0007),
jak rowniez migedzy grupa dzieci z wada w tej okolicy i grupg kontrolng (iloraz szans
= 4,06, 95% przedziat ufnosci = 1,51-10,90; p w doktadnym tescie Fishera =
0,0125). Ze wzgledu na mata liczebno$¢é grup, w podobny sposo6b nie analizowano
czestoSci genotypu 677TT u matek dzieci z wadg w doinym odcinku okolicy
krzyzowej, dzieci z takq lokalizacjq wady, matek dzieci z przepukling czaszkowg
oraz dzieci z tg lokalizacjg wady, a takze w grupie matek, ktore urodzity dwoje
dzieci z wadg cewy nerwowej w roznych lokalizacjach i dzieci z rodzin z dwoma
przypadkami wady cewy nerwowej. Warte podkreslenia jest jednak wystapienie
genotypu 677TT u jednej z dwdch matek dzieci z wadg w dolnym odcinku okolicy
krzyzowej, jednego z dwojga dzieci z wadg w tej lokalizacji i u jednej z dwéch
matek dzieci z encephalocoele. Ciekawa obserwacje stanowi rowniez fakt braku

genotypu 677TT w grupach matek dwojga dzieci z wadg cewy nerwowej oraz dzieci
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z rodzin z dwoma przypadkami wady cewy nerwowej. W tabeli 4 zestawiono

wartosci ilorazow szans, 95% przedziatow ufnosci i poziomdw istotnosci w

doktadnym tescie Fishera, uzyskane na podstawie poréwnania czestosci genotypu

677TT w badanych grupach.

Tabela IV. Poréwnanie czesto$ci homozygot w zakresie polimorfizmu 677 C-T

(genotyp 677TT) w grupach matek i dzieci wobec grupy kontrolnej

lloraz 95% Wartos¢ p
Badana grupa szans | przedziat | (doktadny
ufnosci test

Fishera)
Matki (cata grupa) 3,27 | 1,58-6,78 0,0017
Matki dzieci z wadg w okolicy ledzwiowo-krzyzowej | 1,78 | 0,69-4,62 0,1844
Matki dzieci z wadg w okolicy piersiowo-ledzwiowej | 6,05 [2,41-15,18| 0,0007
Dzieci (cata grupa) 2,92 | 1,38-6,19 0,0059
Dzieci z wadg w okolicy ledzwiowo-krzyzowej 2,18 | 0,88-5,42 0,0880
Dzieci z wadg w okolicy piersiowo-ledzwiowej 406 |1,51-10,90]| 0,0125

Dodatkowo analizowano czestosci genotypu 67/TT w grupach dzieci bez

wodogtowia i z wodogtowiem. Wynosity one odpowiednio 30% (6 przypadkow) oraz

9,1% (8 przypadkéw) - dokiadne dane przedstawia tabela V. Roznica pomiedzy

obserwowanymi czestosciami byta statystycznie istotna (iloraz szans = 4,28, 95%

przedziat ufnoéci = 1,35-13,58; p w doktadnym tescie Fishera = 0,0219).
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Tabela V. Rozktad genotypow w zakresie polimorfizmu 677C—T w grupach dzieci z

wodogtowiem i bez wodogtowia

Genotyp (liczba przypadkdw)
Badana grupa 677CC 677CT 677TT
Dzieci z wodogtowiem 37 43 8
Dzieci bez wodogtowia 5 9 6

4.3. Analiza rozkiadu polimorfizmu 1298A—>C genu reduktazy 5,10-

metylenotetrahydrofolianowej w badanych populacjach

W zakresie polimorfizmu 1298A—»C przeprowadzono genotypowanie w
grupach 112 matek i 108 dzieci. Rozktad poszczegolnych genotypéw w

populacjach matek i dzieci przedstawia tabela VI.
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Tabela VI. Polimorfizm 1298A—C w badanych grupach, z uwzglednieniem punktéw

zamykania si¢ cewy nerwowej i dwukrotnego urodzenia dziecka z wada

w réznych lokalizacjach

Genotyp-liczba przypadkdéw

Badana grupa 1298AA | 1298AC [1298CC
Matki (cata grupa) 63 46 3
Matki dzieci z wadg w dolnym odcinku okol. krzyzowej 2 0 0
Matki dzieci z wadg w okolicy ledzwiowo-krzyzowej 36 33 3
Matki dzieci z wadg w okolicy piersiowo-ledZzwiowe;j 21 13 0
Matki dzieci z przepukling czaszkowg 2 0 0
Matki dwojga dzieci z wadg w réznych lokalizacjach 2 0 0
Dzieci (cata grupa) 76 30 2
Dzieci z wadg w dolnym odcinku okolicy krzyzowej 2 0 0
Dzieci z wadg w okolicy ledzwiowo-krzyzowej 47 21 2
Dzieci z wadg w okolicy piersiowo-ledzwiowej 26 9 0
Dzieci z przepukling czaszkowg 1 0 0

Na podstawie obserwowanego rozktadu genotypéw w grupach matek (cata

grupa) i dzieci (cata grupa) wyliczono czesto$¢ alleliczng dia allela 1298C w

analizowanych populacjach. Wynosita ona dla populacji matek 0,23 a dla populacii

dzieci 0,16.

Nastepnie na podstawie prawa Hardy'ego-Weinberga wyliczono oczekiwany

rozktad genotypéw w badanych grupach i przy pomocy testu chi? oceniono
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zgodno$¢ rozktadu obserwowanego z oczekiwanym. Nie stwierdzono statystycznie
istotnych  réznic pomiedzy obserwowanymi i oczekiwanymi rozktadami
poszczegolnych genotypéw w badanych grupach matek (p = 0,13) i dzieci (p =

0,85).

Kolejnym etapem badania byta analiza czestosci genotypu 1298CC w
badanych populacjach jako catosci i w poszczegbinych podgrupach matek i dzieci
(z uwzglednieniem hipotetycznych punktdw zamykania sig cewy nerwowej i
urodzenia przez 2 matki dwojga dzieci z wadq cewy nerwowej w roéznych

lokalizacjach).

Obserwowane czestoSci genotypu 1298CC poréwnano z czestoscig
wystepowania tego genotypu w grupie 310 osdb z populacji kontrolnej badanej w il
Katedrze Choréb Wewnetrznych Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego
(w grupie tej stwierdzono 2 allele 1298A u 181 o0s6b, po jednym allelu 1298A i
1298C u 112 os6b i 2 allele 1298C u 17 os6b) [82]. Obserwowano nizszg czestosé
genotypu 1298CC w grupach matek (2,7%) i dzieci (1,9%) w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (5,5%), jednak roznice te nie byly istotne statystycznie zaréwno w
odniesieniu do catej grupy matek (iloraz szans = 0,47; 95% przedzial ufnosci =
0,14-1,54; p w doktadnym tescie Fishera = 0,1753) jak réwniez catej grupy dzieci
(loraz szans = 0,32; 95% przedziat ufnosci = 0,08-1,28; p w dokladnym tescie
Fishera = 0,0917), a takze podgrup matek dzieci z wadami w okolicach ledzwiowo-
krzyzowej i piersiowo-ledzwiowej oraz podgrup dzieci z wadami w tych
lokalizacjach (poréwnywanych z grupa kontrolng). Genotyp 1298CC stwierdzono

jedynie w podgrupach matek dzieci z wadg w okolicy ledzwiowo-krzyzowej i dzieci
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z takg lokalizacjg wady. Ze wzgledu na matg liczebno$¢ grup, w podobny sposéb
nie analizowano czestosci genotypu 1298CC u matek dzieci z wadg w dolnym
odcinku okolicy krzyzowej, dzieci z taka lokalizacjg wady, matek dzieci z
przepukling czaszkowg oraz dzieci z tg lokalizacjg wady, a takze w grupie matek,
ktére urodzity dwoje dzieci z wada cewy nerwowej w réznych lokalizacjach oraz
dzieci z rodzin z dwoma przypadkami wady cewy nerwowej (w dwdch ostatnich
grupach nie stwierdzono ponadto genotypu 1298CC). W tabeli VIl zestawiono
wartosSci ilorazéw szans, 95% przedzialow ufnosci i poziomow istotnosci w
doktadnym tescie Fishera, uzyskane na podstawie poréwnania czesto$ci genotypu

1298CC w badanych grupach.

Tabela VII. Poréwnanie czestosci homozygot w zakresie polimorfizmu 1298 A—C

(genotyp 1298CC) w grupach matek i dzieci wobec grupy kontrolnej

lloraz 95% Wartosc¢ p

Badana grupa szans | przedziat | (doktadny
ufnosci test
Fishera)
Matki (cata grupa) 0,47 | 0,14-1,54 0,1753

Matki dzieci z wada w okolicy ledzwiowo-krzyzowej | 0,74 | 0,22-2 45 0,4595

Matki dzieci z wada w okolicy piersiowo-ledzwiowej | 0,25 | 0,02-2,52 0,163

Dzieci (cata grupa) 0,32 | 0,08-1,28 0,0917

Dzieci z wadg w okolicy ledzwiowo-krzyzowe;j 0,5 0,12-2,01 0,2859

Dzieci z wada w okolicy piersiowo-ledzwiowej 0,24 | 0,02-2,45 0,155
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Ze wzgledu na niskg czestoSé¢ genotypu 1298CC w grupie dzieci z
wodogtowiem (1 przypadek) oraz bez wodogtowia (réwniez 1 przypadek) nie

prowadzono dodatkowej analizy statystycznej w tych grupach.

4.4. Analiza rozktadu podwdéjnej heterozygotycznosci w zakresie
polimorfizméw 677C—T i 1298A—C genu reduktazy 5,10-

metylenotetrahydrofolianowej (genotyp 677CT/1298AC)
w badanych populacjach.

W zwigzku z obserwowanym obnizeniem aktywnosci enzymatycznej
reduktazy 5,10-metylenotetrahydrofolianowej w przypadku obecnos$ci genotypu
677CT/1298AC [88] w badanych grupach analizowano czesto$¢ takiego genotypu.
W grupie 112 matek obecno$¢ obu mutaciji stwierdzono u 17 oséb (11 przypadkow
u matek dzieci z wadg w okolicy ledzwiowo-krzyzowej i 6 u matek dzieci z wada w
okolicy piersiowo-ledzwiowej). Sposréd 108 badanych dzieci, genotyp
677CT/M1298AC stwierdzono w 10 przypadkach (8 dzieci z wadg w okolicy
ledzwiowo-krzyzowej i 2 dzieci z wadg w okolicy piersiowo-ledzwiowej). W 310-
osobowej grupie kontrolnej, badanej w il Katedrze Choréb Wewnetrznych
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielloriskiego genotyp taki wystepowat w 41
przypadkach [82]. Roznice pomigdzy czestoSciami wystepowania analizowanego
genotypu w grupach matek i dzieci w stosunku do grupy kontrolnej nie osiagnely
istotnosci statystycznej. Warto$ci ilorazéw szans z 95% przedziatem ufnosci oraz

wartosci p w doktadnym tescie Fishera przedstawia tabela VIII.
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Tabela VIII. Poréwnanie czestosci podwadjnej heterozygotycznosci w zakresie
polimorfizméw 677C—T i 1298 A—»C (genotyp 677CT/1298AC) w
grupach matek i dzieci wobec grupy kontrolnej

lloraz 95% Warto$¢ p

Badana grupa szans | przedziat | (doktadny
ufnosci test
Fishera)
Matki (cata grupa) 1,17 | 0,64-2,14 0,3557

Matki dzieci z wadg w okolicy ledzwiowo-krzyzowej | 1,18 0,68-2,4 0,3847

Matki dzieci z wadg w okolicy piersiowo-ledzwiowej 1.4 0,56-3,49 0,312

Dzieci (cata grupa) 0,66 | 0,32-1,36 0,1813
Dzieci z wada w okolicy ledzwiowo-krzyzowej 0,84 | 0,38-1,86 0,4297
Dzieci z wada w okolicy piersiowo-ledzwiowej 0,39 0,1-1,54 0,1565

Dodatkowo oceniano czesto$¢ genotypu 677CT/1298AC w zaleznosci od
obecnosci wodogtowia. W grupie dzieci bez wodogtowia genotyp taki stwierdzono
w 3 przypadkach (15%), w grupie dzieci z wodogtowiem w 7 przypadkach (8%).
Rdznica ta nie byta istotna statystycznie (iloraz szans = 2,04; 95% przedziat ufnosci

= 0,52-7,94; p w doktadnym tescie Fishera = 0,2727).

Genotyp 677CT/1298AC nie wystgpowat w rodzinach, w ktérych urodzito sie

dwoje dzieci z wada cewy nerwowe;j.

W badanej populacji nie stwierdzono ponadto wystgpowania genotypow
677TT/1298AC, 677CT/1298CC oraz 677TT/1298CC, mogacych teoretycznie
prowadzi¢ do znacznego obnizenia aktywno$ci enzymatycznej reduktazy 5 10-

metylenotetrahydrofolianowe;.
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4.5. Analiza rozktadu polimorfizmu 2756A— G genu syntazy

metioniny w badanych populacjach

W zakresie polimorfizmu 2756A—G przeprowadzono genotypowanie w
grupach 112 matek, 108 dzieci i 100 oséb z grupy kontrolnej. Rozkitad
poszczegoinych genotypéw w populacjach matek, dzieci i w grupie kontrolnej

przedstawia tabela IX.

Na podstawie obserwowanego rozkitadu genotypow w grupach matek (cata
grupa), dzieci (cata grupa) i w grupie kontrolnej wyliczono czestos¢ alleliczng dla
allela 2756G w analizowanych populacjach. Wynosita ona dla populacji matek 0,2,

dla populacji dzieci 0,18 i dla populacji kontrolnej 0,16.

Nastepnie na podstawie prawa Hardy'ego-Weinberga wyliczono oczekiwany
rozktad genotypéw w badanych grupach i przy pomocy testu chi® oceniono
zgodnos$¢ rozktadu obserwowanego z oczekiwanym. Nie stwierdzono statystycznie
istotnych  réznic pomiedzy obserwowanymi i oczekiwanymi rozktadami
poszczegdbinych genotypdéw w badanych grupach matek (p = 0,55), dzieci (p = 0,95)

i w grupie kontrolnej (p = 0,69).
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Tabela IX. Polimorfizm 2756A—G w badanych grupach, z uwzglednieniem punktéow

zamykania sie cewy nerwowej i dwukrotnego urodzenia dziecka z wadag

w réznych lokalizacjach

Genotyp-liczba przypadkow

Badana grupa 2756AA | 2756AG | 2756GG
Matki (cata grupa) 72 33 7
Matki dzieci z wadg w dolnym odcinku ok. krzyzowej 1 1 0
Matki dzieci z wada w okolicy ledzwiowo-krzyzowe;j 43 23 6
Matki dzieci z wadg w okolicy piersiowo-ledzwiowej 24 9 1
Matki dzieci z przepukling czaszkowg 2 0 0
Matki dwojga dzieci z wada w réznych lokalizacjach 2 0 0
Dzieci (cata grupa) 73 31 4
Dzieci z wadg w dolnym odcinku okolicy krzyzowej 2 0 0
Dzieci z wada w okolicy ledzwiowo-krzyzowej 44 23 3
Dzieci z wada w okolicy piersiowo-ledzwiowe;j 26 8 1
Dzieci z przepukling czaszkowag 1 0 0
Grupa kontrolna 71 25 4

Kolejnym etapem badania byta analiza czestoSci genotypu 2756GG w

badanych populacjach jako calosci i w poszczegdlnych podgrupach matek i dzieci

(z uwzglednieniem hipotetycznych punktéw zamykania sie cewy nerwowej i
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urodzenia przez 2 matki dwojga dzieci z wadg cewy nerwowej w roznych
lokalizacjach).

Czestosci genotypu 2756GG obserwowane u matek i dzieci z rodzin
obcigzonych wadg cewy nerwowej poréwnano z czestoscig tego genotypu w grupie
100 oséb z populacji kontrolnej. Ro6znice pomiedzy poszczegdlnymi grupami
analizowano przy pomocy doktadnego testu Fishera i okres$lajgc iloraz szans z 95%
przedziatem ufnosci. Nie stwierdzono statystycznie istotnych rdznic pomiedzy
czestoScig homozygot (genotyp 2756GG) w grupach matek (cata grupa) w
stosunku do populaciji kontrolnej (iloraz szans = 1,6; 95% przedziat ufnosci = 0,48-
5,27, p w dokiadnym tescie Fishera = 0,3373) i dzieci (cata grupa) w stosunku do
populacji kontrolnej (iloraz szans = 0,92; 95% przedziat ufnosci = 0,24-3,46, p w
doktadnym tescie Fishera = 0,5959). Doktadna analiza genotypdw w
poszczegodlnych podgrupach wykazata réwniez brak istotnosci statystycznej przy
porownaniu grup matek dzieci z wadg w okolicy ledzwiowo ~ krzyzowej i grupy
kontrolnej, jak réwniez dzieci z takg wada i grupy kontrolnej, a takze przy
poréwnaniu grupy matek dzieci z wadg w okolicy piersiowo — ledzwiowej i grupy
kontrolnej oraz dzieci z wadg w tej okolicy i grupy kontrolnej. Ze wzgledu na matg
liczebnos¢ grup, w podobny sposob nie analizowano czestosci genotypu 2756GG u
matek oraz dzieci z wadg w dolnym odcinku okolicy krzyzowej, matek oraz dzieci z
przepukling czaszkowa, a takze w grupie matek, ktore urodzity dwoje dzieci z wadg
cewy nerwowej w roznych lokalizacjach oraz dzieci z rodzin z dwoma przypadkami
wady cewy nerwowej. Warto jedynie zauwazyé, ze w zadnej z tych podgrup nie

stwierdzono genotypu 2756GG. W tabeli X zestawiono wartosci ilorazéw szans,
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95% przedziatdbw ufnosci i poziomdw istotnosci w doktadnym tescie Fishera,

uzyskane na podstawie porownania czestosci genotypu 2756GG w badanych

grupach.

Tabela X. Poréwnanie czestosci homozygot w zakresie polimorfizmu 2756A—>G
(genotyp 2756GG) w grupach matek i dzieci wobec grupy kontroinej

lloraz 95% Wartos¢ p
Badana grupa szans | przedziat | (doktadny
ufnosci |test Fishera)
Matki (cata grupa) 1,6 | 0,48-527 0,3373
Matki dzieci z wadg w okolicy ledzwiowo-krzyzowej | 2,18 | 0,63-7,47 0,1921
Matki dzieci z wada w okolicy piersiowo-ledzwiowej | 0,72 0,1-5 0,6248
Dzieci (cata grupa) 0,92 | 0,24-3,46 0,5959
Dzieci z wada w okolicy ledzwiowo-krzyzowej 1,07 | 0,264,43 0,6068
Dzieci z wadq w okolicy piersiowo-ledzwiowej 0,7 | 0,14,85 0,613

Dodatkowo analizowano czestosci genotypu 2756GG w grupach dzieci bez

wodogtowia i z wodogtowiem. Wynosity one odpowiednio 5% (1 przypadek) i 3,4%

(3 przypadki) - doktadne dane przedstawia tabela XI. Roznica w zakresie czestosci

badanego genotypu pomigdzy oboma grupami nie byta istotna statystycznie (iloraz

szans = 1,49; 95% przedziat ufnosci = 0,2-10,95; p w doktadnym tescie Fishera =

0,5452).
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Tabela X|. Rozkitad genotypéw w zakresie polimorfizmu 2756A—>G w grupach

dzieci z wodogtowiem i bez wodogtowia

Genotyp (liczba przypadkow)
Badana grupa 2756AA 2756AG 2756GG
Dzieci z wodogtowiem 58 27 3
Dzieci bez wodogtowia 15 4 1

4.6. Analiza rozkladu polimorfizmu 66A— G genu reduktazy

syntazy metioniny w badanych populacjach

W zakresie polimorfizmu 66A—>G przeprowadzono genotypowanie w
grupach 112 matek, 108 dzieci i 100 osdb z populacji kontrolnej. Rozktad
poszczegodinych genotypdw w zakresie polimorfizmu 66A—G w populacjach matek,

dzieci i w grupie kontrolnej przedstawia tabela XIl.
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Tabela XII. Polimorfizm 66A—G w badanych grupach, z uwzglednieniem punktdw
zamykania sie cewy nerwowej i dwukrotnego urodzenia dziecka z wadg w réznych
lokalizacjach

Genotyp-liczba przypadkéw
Badana grupa 66AA 66AG | 66GG

Matki (cata grupa) 42 58 12
Matki dzieci z wadg w dolnym odcinku okol. krzyzowej 1 1 0
Matki dzieci z wada w okolicy ledzwiowo-krzyzowej 31 31 10
Matki dzieci z wada w okolicy piersiowo-ledzwiowej 10 22 2
Matki dzieci z przepukling czaszkowg 0 2 0
Matki dwojga dzieci z wadg w réznych lokalizacjach 0 2 0
Dzieci (cata grupa) 47 50 11
Dzieci z wada w dolnym odcinku okolicy krzyzowe;j 1 1 0
Dzieci z wada w okolicy ledzwiowo-krzyzowe;j 27 33 10
Dzieci z wada w okolicy piersiowo-ledzwiowe; 18 16 1

Dzieci z przepukling czaszkowa 1 0 0

Grupa kontrolna 66 29 5

Na podstawie obserwowanego rozktadu genotypdw w grupach matek (cata
grupa), dzieci (cata grupa) i w grupie kontrolnej wyliczono czestos$¢ alleliczng dia
allela 66G w analizowanych populacjach. Wynosita ona dla populacji matek 0,37,

dla populaciji dzieci 0,33 a dla populacji kontrolnej 0,19.
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Nastepnie wykorzystujgc prawo Hardy'ego-Weinberga wyliczono oczekiwany
rozktad genotypéw w badanych grupach i przy pomocy testu chi® oceniono
zgodnos¢ rozktadu obserwowanego z oczekiwanym. Nie stwierdzono statystycznie
istotnych réznic pomiedzy obserwowanymi i oczekiwanymi rozkiadami
poszczegolnych genotypéw w badanych grupach matek (p = 0,45), dzieci (p = 0,9) i

w grupie kontrolnej (p = 0,77).

Kolejnym etapem badania byla analiza czesto$ci genotypu 66GG w
badanych populacjach jako catosci i w poszczegdlnych podgrupach matek i dzieci
(z uwzglednieniem hipotetycznych punktéw zamykania sie cewy nerwowej i
urodzenia przez 2 matki dwojga dzieci z wadg cewy nerwowej w réznych

lokalizacjach).

CzestoSci genotypu 66GG obserwowane w grupach matek i dzieci
poréwnano z czestoscig tego genotypu w grupie 100 oséb z populacji kontrolne;.
Réznice pomiedzy poszczegdinymi grupami analizowano przy pomocy doktadnego
testu Fishera i okreslajac iloraz szans z 95% przedziatem ufnos$ci. Nie stwierdzono
statystycznie istotnych roéznic pomiedzy czestoscig homozygot (genotyp 66GG) w
grupach matek (cata grupa) w stosunku do populacji kontroinej (iloraz szans = 2,28;
95% przedziat ufnosci = 0,8-6,43; p w dokladnym tesScie Fishera = 0,1) i dzieci (cata
grupa) w stosunku do populacji kontrolnej (iloraz szans = 2,15; 95% przedziat
ufnosci = 0,75-6,15, p w doktadnym tesScie Fishera = 0,1264). Doktadna analiza
genotypéw w poszczegolnych podgrupach wykazata jednak istotne statystycznie
roznice przy poréwnaniu grup matek dzieci z wadg w okolicy ledzwiowo —

krzyzowej i grupy kontrolnej (iloraz szans = 3,06; 95% przedziat ufnosci = 1,04-
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8,97; p w doktadnym tescie Fishera = 0,0396), jak rowniez dzieci z taka wadg i
grupy kontrolnej (iloraz szans = 3,16; 95% przedziat ufnosci = 1,08-9,28;, p w
doktadnym teScie Fishera = 0,0348). Brak statystycznie istotnej roznicy w stosunku
do kontroli obserwowano natomiast w przypadku genotypu 66GG w grupie matek
dzieci z wadg w okolicy piersiowo — ledzwiowej, jak rowniez wsrod dzieci z wadg w
tej okolicy. Ze wzgledu na malg liczebno$¢ grup nie analizowano czestosci
genotypu 66GG u matek oraz dzieci z wadg w dolnym odcinku okolicy krzyzowe;j,
matek oraz dzieci z przepukling czaszkowa, a takze w grupie matek, ktére urodzity
dwoje dzieci z wadg cewy nerwowej w roznych lokalizacjach oraz dzieci z rodzin z
dwoma przypadkami wady cewy nerwowej. Warto jedynie zauwazy¢, ze w zadnej z
tych podgrup nie stwierdzono genotypu 66GG. W tabeli XIlI zestawiono wartosci
ilorazéw szans, 95% przedzialéw ufnosci i poziomy istotnosci w doktadnym tescie
Fishera, uzyskane na podstawie poréwnania czestosci genotypu 66GG w

badanych grupach.
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Tabela XlIl. Poréwnanie czesto$ci homozygot w zakresie polimorfizmu 66A—G

(genotyp 66GG) w grupach matek i dzieci wobec grupy kontrolnej

lloraz 95% Wartos¢ p
Badana grupa szans | przedziat | (doktadny
ufnosci test
Fishera)
Matki (cata grupa) 2,28 0,86,43 0,1
Matki dzieci z wadg w okolicy ledzwiowo-krzyzowej | 3,06 | 1,04-8,97 0,0396
Matki dzieci z wadg w okolicy piersiowo-ledzwiowej | 1,18 | 0,25-5,565 0,8577
Dzieci (cata grupa) 2,15 | 0,756,15 0,1264
Dzieci z wadag w okolicy ledzwiowo-krzyzowe;j 3,16 | 1,08-9,28 0,0348
Dzieci z wadq w okolicy piersiowo-ledzwiowej 0,65 | 0,08-3,72 0,50956

Dodatkowo analizowano czesto$¢ genotypu 66GG w grupach dzieci bez

wodogtowia i z wodogtowiem. Wynosity one odpowiednio 20% (4 przypadki) i 8% (7

przypadkéw) - doktadne dane przedstawia tabela XIV. Réznica ta nie byta jednak

istotna statystycznie (iloraz szans = 2,89; 95% przedziat ufnosci = 0,81-10,3; p w

doktadnym tescie Fishera = 0,1185).
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Tabela XIV. Rozktad genotypbéw w zakresie polimorfizmu 66A—G w grupach dzieci

Zz wodogtowiem i bez wodogtowia

Genotyp (liczba przypadkéw)

Badana grupa 66AA 66AG 66GG
Dzieci z wodogtowiem 39 42 7
Dzieci bez wodogtowia 8 8 4

4.7. Wyniki genotypowania u matek chorych na padaczke lub
cukrzyce

W badanej populacji matek stwierdzono 3 przypadki padaczki (leczonej w
cigzy u jednej z uczestniczek preparatem kwasu walproinowego a u dwéch
pozostatych preparatem karbamazepiny). U pierwszej z uczestniczek (kwas
walproinowy) stwierdzono obecno$¢ genotypu 66GG w zakresie polimorfizmu genu
reduktazy syntazy metioniny. U wszystkich 3 matek stwierdzono natomiast genotyp
677CT/1298AC (polimorfizmy genu reduktazy 5,10-metylenotetrahydrofolianowej).

Matki te urodzity dzieci z wadami w okolicy ledzwiowo-krzyzowe;.

U matki chorujgcej na cukrzyce nie stwierdzono zadnego z analizowanych
genotypdw, mogacych upo$ledzaé aktywno$¢ enzymoéw szlaku remetylaci

homocysteiny do metioniny.



5. Dyskusja 82

5. DYSKUSJA

Udowodniony w randomizowanych badaniach [17, §7] wplyw suplementaciji
kwasu foliowego na zmniejszenie czestosci wystepowania wad cewy nerwowej
oraz brak jasno okreSlonego mechanizmu lezagcego u podstaw tego zjawiska,
sktaniajg do poszukiwania genetycznego podioza podatno$ci na wystgpienie wad
cewy nerwowej wsrod polimorfizméw gendw zwigzanych z metabolizmem kwasu
foliowego. W przeprowadzonym badaniu poréwnano rozkiad najczestszych
polimorfizméw  kiuczowych genéw folianozaleznego szlaku  remetylacii
homocysteiny do metioniny w populacji rodzin obcigzonych wada cewy nerwowej

oraz w populacji ogéinej.

Ze wzgledu na brak mozliwo$ci wigczenia do badania dzieci z najciezszymi
typami wad (Smiertelne wady takie jak bezmdzgowie czy catkowity rozszczep
czaszki i kregostupa) oraz objecie badaniem jedynie rodzin z izolowang wadg cewy
nerwowej, ponad 97% badanej grupy stanowily rodziny, w ktorych u dziecka
wystapit rozszczep kregostupa (spina bifida). Struktura tej grupy pod wzgledem
czestosci wystepowania wad w poszczegdinych lokalizacjach byta podobna do
opisywanej w literaturze [1, 8] z wyrazng przewagg wad w okolicy ledZzwiowo-

krzyzowej.

Cheé uczestnictwa w badaniach zadeklarowalo ponad 88% rodzin, ktérym
zaproponowano udziat. Na podstawie analizy struktury grupy dzieci pod wzgledem

lokalizacji wady, czestosci wystepowania wodoglowia oraz zespolu Amolda-
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Chiariego (obserwacje sg zblizone do danych publikowanych [1, 8, 81]), wydaje sie,
Ze uczestnicy moga by¢ uznani za grupe reprezentatywng dla catej populacji rodzin
obcigzonych wystgpieniem u dziecka przepukliny oponowo-rdzeniowej.
Dodatkowymi przestankami wydajgcymi sie potwierdzac takie zatozenie sg zgodne
z danymi epidemiologicznymi dotyczacymi populacji matopolskiej [64, 66]
obserwacje dotyczgce braku sezonowosci wystepowania wad cewy nerwowej i
wynoszacej ok. 3% czestoSci powtdmego wystgpienia wady cewy nerwowej w

badanych rodzinach.

W badaniu uczestniczylo natomiast jedynie troje dzieci z przepukling
oponowg, podczas gdy teoretycznie powinna ona wystapi¢ u okoto 10% badanych
[29]. Wyjasnieniem takiej sytuacji moze by¢ znacznie mniejsze nasilenie objawow
chorobowych u dzieci z przepukling oponowa w poréwnaniu do przepuklin
oponowo-rdzeniowych, co zwigzane jest z rzadszymi wizytami w specjalistycznych
poradniach, takich jak poradnia dla dzieci z mielodysplazja, w ktérej prowadzono

rekrutacje uczestnikéw badania.

Populacja kontrolna skiadata si¢ z losowo dobranej grupy osdéb

reprezentatywnych dla populacji krakowskiej [82].

W celu dokiladniejszej analizy badane grupy matek i dzieci podzielono
uwzgledniajac hipotetyczne miejsca zamykania si¢ cewy nerwowej. Koncepcja
wielopunktowego zamykania sie cewy nerwowej jest w ostatnich latach
powszechnie przyjmowana w literaturze [30, 85, 94]. W przeprowadzonej analizie

uwzgledniono ponadto zaburzenia wtomej neurulacji [94], bedace
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najprawdopodobniej podstawg wystapienia wady cewy nerwowej w dwoch sposrod

uczestniczacych w badaniu rodzin.

e Polimorfizmy genu reduktazy 5,10-metylenotetrahydrofolianowej

W wiekszosci populacji stwierdzono stosunkowo wysoka czestosé
polimorfizmu 677C—T genu reduktazy 5,10-metylenotetrahydrofolianowej [4, 67,
71]. Czestos¢ alleliczna dla allela 677T wynosi w Europie $rednio 0,32. Wyraznie
rzadziej allel 677T wystepuje w krajach skandynawskich i w Polsce (czestos¢
alleliczna wynosi odpowiednio 0,23 i 0,18) [34, 82]. W roku 1995 van der Put i wsp.
[89] stwierdzili zwigkszong czestos¢ allela 677T w rodzinach, w ktérych wystgpita
wada cewy nerwowej. W nastepnych latach na podstawie nowych badan i
przeprowadzonych metaanaliz [87, 101] potwierdzono role omawianego
polimorfizmu jako czynnika ryzyka wystgpienia wady cewy nerwowej w populacjach
ifandzkiej [75, 100] i w potudniowo-wschodnich rejonach USA [569]. Odmienne
wyniki uzyskano natomiast w badaniach prowadzonych miedzy innymi w Wielkiej
Brytanii [60, 47], we Francji [56], Wioszech [26, 68], w Niemczech [42], w RPA [84],
w Kanadzie [15] a takze w Kalifornii i lowa [73, 83]. W polskiej populacji dotychczas
nie przeprowadzono kompleksowej analizy czestosci polimorfizmu 677C—»T w
populacji rodzin z wadg cewy nerwowej, stwierdzano jednak wigkszg czestos¢

omawianego polimorfizmu wsréd samych pacjentéw ze spina bifida [61].

Przyczyng rozbieznosci wynikdw uzyskiwanych przez réznych badaczy
moze by¢ z jednej strony btad metody genotypowania, a z drugiej rzeczywiste

réoznice pomiedzy badanymi populacjami. Poniewaz badania prowadzone sg w
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oparciu o metode opisang przez Frosst i wsp. w roku 1995 (z drobnymi
modyfikacjami wprowadzanymi przez poszczegdlnych badaczy) [28], wydaje sig, ze
bledy genotypowania powinny wystepowac z podobng czestoscig w laboratoriach
wszystkich autoréw. Kluczowym zagadnieniem wydaje sie natomiast dobdr
badanych populacji. Badane grupy roéznily sie zarébwno pod wzgledem liczebnosci
(od 21 do ponad 200 przypadkéw), jak i struktury (rézne typy wad). W badanych
populacjach zwykle osobno analizowano przypadki bezmézgowia, cephalocoele i
rozszczepu kregostupa. W zakresie tej ostatniej (najbardziej licznej) grupy nie
wyrézniano natomiast zazwyczaj kolejnych podgrup w oparciu o0 hipotetyczne
punkty zamykania sie¢ cewy nerwowej oraz nie rozdzielano wad powstatych na

skutek zaburzenia proceséw pierwotnej i wtomej neurulacii.

W niniejszym badaniu stwierdzono zwigkszong czesto$é genotypu 677TT
genu reduktazy 5,10-metylenotetrahydrofolianowej w grupie matek dzieci z wadg
cewy nerwowej i w grupie samych dzieci z takq wadg w poréwnaniu z populacjg
ogoing (iloraz szans wynosit odpowiednio 3,27 i 2,92). Zastosowanie podziatu
badanych grup matek i dzieci w oparciu o punkty zamykania si¢ cewy nerwowej, z
uwzglednieniem odrebno$ci pierwotnej i wtdmej neurulacji doprowadzito jednak do
stwierdzenia statystycznie istotnych réznic w czestosci genotypu 677TT jedynie
pomigdzy podgrupami matek dzieci z wadg w okolicy piersiowo-ledzwiowej w
poréwnaniu do grupy kontrolnej oraz dzieci z tg lokalizacjg wady w poréwnaniu do
grupy kontrolnej (iloraz szans 6,05 i 4,06). Nie stwierdzono natomiast statystyczne;
istotnoSci w odniesieniu do roznic pomiedzy najliczniejszq wsréd matek grupg

matek dzieci z przepukling w okolicy ledzwiowo-krzyzowej i grupg kontrolng oraz
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najliczniejsza wséréd dzieci grupg dzieci z wadg w okolicy lgdzwiowo-krzyzowej i
grupa kontrolng. Fakt ten moze stanowi¢ wyjasnienie wspomnianych roznic w
ocenie roli genotypu 677TT jako czynnika ryzyka wystgpienia wady cewy nerwowej.
W $wietle przeprowadzonego badania genotyp taki nalezy uznac za czynnik ryzyka
wystgpienia wady cewy nerwowej w okolicy piersiowo-ledzwiowej. Ryzyko takie
dotyczy zaréwno urodzenia dziecka z wadg przez matke posiadajgcy genotyp
677TT oraz wystapienia wady u dziecka z takim genotypem. Podobne wyniki,
sugerujgce role polimorfizmu 677C—T w zwigkszeniu ryzyka wystgpienia wady w
lokalizacji piersiowo-ledzwiowej uzyskat jedynie Volcik i wsp. [92] - statystycznie
istotne réznice wystapily jednak jedynie w odniesieniu do grupy matek dzieci z

wada cewy nerwowej.

Ze wzgledu na niewielkg liczebnos¢ grup trudno ocenic role genotypu 677TT
jako czynnika ryzyka wystgpienia encephalocoele oraz wad cewy nerwowej
powstatych w wyniku zaburzenia procesu wtdmej neurulacji. Nalezy jednak zwrécié
uwage na czeste wystepowanie takiego genotypu (ok. 50%) w rodzinach

zakwalifikowanych do wymienionych podgrup.

Ciekawg obserwacjg jest fakt czestszego wystepowania genotypu 677TT w
grupie dzieci bez wodoglowia w porownaniu do grupy dzieci z wodogtowiem.
Analizujac blizej grupe dzieci bez wodogtowia mozna jednak stwierdzi€, ze nie byta
ona jednorodna. Do grupy tej nalezaly dzieci z wadami powstatymi w nastepstwie
zaburzen pierwotnej i wtdmej neurulacji, a wiec dwoch odrebnych procesow.

Weryfikacja nasuwajgcych sie watpliwosci bylaby mozliwa w przypadku
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przebadania wiekszej grupy dzieci z wadami cewy nerwowej, bez towarzyszacego

wodogtowia.

W 1998 roku w pracy van der Put i wsp. zaproponowano uznanie obecnosci
genotypow  1298CC  oraz  677CT/1298AC  genu  reduktazy  5,10-
metylenotetrahydrofolianowej za kolejne czynniki ryzyka wystgpienia wady cewy
nerwowej, ze wzgledu na towarzyszace obu powyzszym genotypom obnizenie
aktywnosci enzymatycznej reduktazy 5,10-metylenotetrahydrofolianowej [88]. W
badaniach prowadzonych pdzniej przez Stegmann i wsp. [79] na populacji
niemieckiej, Volcik i wsp. [92] na populacji Teksasu i Kalifomnii oraz Barbera i wsp.
[6] na populacji pogranicza Teksasu i Meksyku nie potwierdzono jednak roli
opisanych genotypdéw jako czynnikow ryzyka wystgpienia wady cewy nerwowej.
Wyniki te sg zgodne z uzyskanymi w niniejszym badaniu, ktére nie wykazaio
zwiekszonej czestosci analizowanych genotypdw w populacjach matek i dzieci z
rodzin obcigzonych wystgpieniem wady cewy nerwowej. CzestosSci te byly nizsze
od obserwowanych w populacji ogéinej (réznice nie byly istotne statystycznie), co
pozostaje w zgodzie z obserwacjami Stegmann i wsp. [79]. W badanej przez tych
autoréw populacji oba polimorfizmy wystepowaly jednocze$nie jedynie w pozycii
trans (zmutowane allele z dwdch loci na réznych chromosomach homologicznych).
Wyjasnieniem tego faktu moze by¢ postulowana przez cytowanych badaczy
obecnosc¢ zjawiska odchylenia od réwnowagi na skutek sprzezenia pomiedzy loci
677 i 1298 genu reduktazy 5,10-metylenotetrahydrofolianowej (linkage
disequilibrium). Przyjmujgc taka hipoteze mozna spodziewac sie, ze wigksza

czestosc allela 677T spowoduje zmniejszenie czestosci allela 1298C.
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Teoretycznie, wystapienia najmniejszej aktywnosci enzymatycznej reduktazy
5,10-metylenotetrahydrofolianowej mozna by oczekiwaé u osdb z genotypem
677TT/1298CC, 677TT/1298AC Iub 677CT/1298CC. W badanych populacjach
rodzin, w ktérych wystapita wada cewy nerwowe] (matki i dzieci) nie
zaobserwowano dotychczas jednoczesnej homozygotycznosci w zakresie obu
polimorfizméw. W badaniach prowadzonych przez Weisberga i wsp. [97],
Friedmanna i wsp. [27] i Isotalo i wsp. [40] stwierdzono jednak pojedyncze
przypadki wystgpienia genotypow 677TT/1298AC i 677CT/1298CC. Wszystkie trzy
genotypy (677TT1/1298CC, 677TT/1298AC i 677CT/1298CC) obserwowano
natomiast u ptodow (tkanki ptodowe uzyskane po spontanicznym poronieniu), co
sugeruje role omawianych genotypéw jako przyczyny poronien [40]. W opisanych
przypadkach musiato doj$¢ do zjawiska crossing over i wytworzenia allela
6777/1298C [97]. Powyzsze badania podwazajg jednoczesnie hipoteze wysunietg
przez Stegmann i wsp., dotyczgcy odchylenia od réwnowagi na skutek sprzezenia

pomigdzy loci 677 i 1298 genu reduktazy 5,10-metylenotetrahydrofolianowe;j.

Wprawdzie w niniejszym badaniu nie obserwowano czestszego
wystepowania genotypu 677CT/1298AC w badanych populacjach (analizowanych
Calosciowo) w poréwnaniu do grupy kontrolnej, jednak interesujgcy jest fakt
obecnosci takiego genotypu u wszystkich trzech matek leczonych z powodu
Padaczki. Genetycznie uwarunkowane obnizenie aktywnosci enzymatycznej
reduktazy 9,10-metylenotetrahydrofolianowej,  wynikajace  z podwadjnej
heterozygotycznosci w zakresie obu polimorfizméw, moze dodatkowo zmniejszaé

aktywnosé szlaku remetylacji homocysteiny do metioniny, obnizong przy
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stosowaniu pochodnych kwasu walproinowego [22, 37]. W tej sytuacji obecno$s¢
genotypu 677CT/1298AC u matki leczonej pochodnymi kwasu walproinowego
mogtaby zosta¢ uznana za czynnik zwigkszajacy ryzyko wystgpienia wady cewy
nerwowej u dziecka. Hipoteza ta wymaga weryfikacji poprzez analiz¢ genotypow
wiekszej liczby leczonych lekami z tej grupy matek dzieci z wadg cewy nerwowe.
Niejasny pozostaje natomiast mechanizm ewentualnej interakcji analizowanego
genotypu i leczenia matki karbamazeping jako czynnikdw, ktére naktadajac sie

moglyby sprzyja¢ wystgpieniu u dziecka wady cewy nerwowej.

Zaden z analizowanych genotypdw genu reduktazy 5,10-
metylenotetrahydrofolianowej nie wystapit u matki chorej na cukrzyce ani u jej
dziecka. Wykluczenie ewentualnego zwigzku badanych polimorfizmow z cukrzycy
wymaga weryfikacji poprzez badanie wiekszej grupy matek, ktdre urodzity dziecko

Zz wadq cewy nerwowej i leczyly sie z powodu cukrzycy.

e Polimorfizm 2756 A—G genu syntazy metioniny

Obnizenie aktywno$ci syntazy metioniny jako centralnego enzymu sziaku
remetylacji homocysteiny do metioniny powinno teoretycznie spowodowac
zwiekszenie ryzyka wystapienia wady cewy nerwowej [52]. Role polimorfizmu
2756A—G w powstawaniu wad cewy nerwowej po raz pierwszy analizowali w 1997
roku van der Put i wsp. [91], nie stwierdzajgc statystycznie istotnych rdznic
pomiedzy czestoscig genotypu 2756GG wsrdd holenderskich matek dzieci z wadg

cewy nerwowej i wsrod samych dzieci w poréwnaniu z grupg kontrolng. Podobne
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wyniki uzyskali Brody i wsp. [26] analizujac populacjg ifandzka. Mniejszg czestose
genotypu 2756GG wérdd dzieci z wada cewy nerwowej w porownaniu do populacii
kontrolnej wykazali w populacji kanadyjskiej Christensen i wsp. [15], sugerujac
ochronng role takiego genotypu w kontekScie ryzyka wystgpienia wady cewy
nerwowej. Obserwowane réznice pomiedzy badaczami oraz niewielka liczba badan
dotyczacych analizowanego polimorfizmu stanowity przestanki do podjecia

analogicznych badan w populacji matopolskiej.

W niniejszym badaniu nie stwierdzono statystycznie istotnych rdznic w
zakresie czestosci omawianego polimorfizmu w grupach matek i dzieci w stosunku
do grupy kontrolnej. Istotnosci statystycznej nie osiggnely réwniez rdznice w
czestosci badanego polimorfizmu pomiedzy Zzadng z wyodrebnionych podgrup
matek i dzieci a grupg kontrolng. Uzyskane wyniki $wiadczg o braku wplywu
opisywanej mutacji na zwiekszenie ryzyka wystapienia wady cewy nerwowej i sg
zgodne z obserwacjami zespotow kierowanych przez van der Put i Brody'ego.
Obserwowana przez Christensen i wsp. obnizona czestoS¢ genotypu 2756GG
wsérod dzieci z wadg cewy nerwowej wynika¢ moze z malej liczebnosci badanej

grupy (55 dzieci).

e Polimorfizm 66A—G genu reduktazy syntazy metioniny
Reduktaza syntazy metioniny, utrzymujgc w aktywnym stanie syntaze
metioniny jest kolejnym kluczowym enzymem szlaku remetylacji homocysteiny do

metioniny. W 1999 roku Wilson i wsp. [103] opisali polimorfizm 66A—G genu
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reduktazy syntazy metioniny, kiérego obecno$¢ wigzata sig ze zwiekszeniem
ryzyka wystapienia wady cewy nerwowej. Stwierdzenie genotypu 66GG przy niskim
stezeniu witaminy B2 w surowicy korelowato ze zwigkszeniem ryzyka wystgpienia

u dziecka wady z grupy spina bifida.

W niniejszym badaniu obserwowano statystycznie istotne réznice pomiedzy
czestoscig genotypu 66GG w grupach matek dzieci z wadg w okolicy ledzwiowo-
krzyzowej w poréwnaniu do grupy kontrolnej i dzieci z wadg w tej okolicy w
poréwnaniu do grupy kontroinej (genotyp 66GG wystepowat czesciej w grupach
matek i dzieci). Obserwowane wartosci ilorazéw szans wynosity 3,06 dla populacji
matek i 3,16 dla populacji dzieci. Rdznice te nie byly istotne w odniesieniu do catej
grupy matek i calej grupy dzieci oraz do wszystkich pozostatych podgrup, w tym
podgrup matek i dzieci obejmujgcych wady w okolicy piersiowo-ledzwiowej.
Uzyskane wyniki korelujg z danymi przedstawionymi przez Wilsona i wsp., dotyczg
jednak dwukrotnie wiekszej grupy badanych, w tym réwniez grupy chorych dzieci (a
nie tylko, jak w cytowanej pracy, grupy matek) i po raz pierwszy uwzgledniajg
podziat wad cewy nerwowej w oparciu o punkty zamykania sie cewy nerwowej. Na
podstawie wynikéw uzyskanych w niniejszym badaniu obecnos$é genotypu 66GG u
matki nalezy uznac¢ za czynnik ryzyka urodzenia dziecka z wadag cewy nerwowej w
okolicy ledzwiowo-krzyzowej, natomiast genotyp 66GG u dziecka za czynnik ryzyka

wystgpienia wady w tej lokalizaciji.

Interesujgcq obserwacje stanowi fakt wystgpienia badanego genotypu u
matki leczonej z powodu padaczki pochodnymi kwasu walproinowego. Dodatkowo

stwierdzono u niej genotyp 677CT/1298AC w zakresie genu reduktazy 5,10-
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metylenotetrahydrofolianowej. W zwigzku ze wspomnianym obnizeniem aktywnosci
szlaku remetylacji homocysteiny do metioniny przy stosowaniu pochodnych kwasu
walproinowego, obecno$¢ obu wymienionych génotypéw mogtaby dodatkowo

zwigkszacd ryzyko wystapienia wady cewy nerwowej u dziecka.

Genotypu 66GG nie obserwowano u matki chorej na cukrzyce ani u jej
dziecka. Wykluczenie ewentualnego zwigzku badanego polimorfizmu z cukrzycg
wymaga weryfikacji poprzez badanie wigkszej grupy matek, ktére urodzily dziecko

z wadg cewy nerwowej i leczyly sie z powodu cukrzycy.

¢ Dwukrotne wystapienie wady cewy nerwowej a badane polimorfizmy

Ze wzgledu na brak mozliwosci Scistego wydzielenia grupy rodzin, w ktérych
wystepowanie wady cewy nerwowej miatoby charakter rodzinny (w wielu
przypadkach badane dziecko pochodzilo z pierwszej i do chwili badania jedynej
cigzy, ponadto ujemny wywiad rodzinny rdwniez nie pozwala na jednoznaczne
wykluczenie potencjalnie rodzinnego wystepowania wady) ograniczono sie do
analizy badanych genotypéw w grupie 3 matek i 4 dzieci z rodzin obcigzonych
dwukrotnym wystgpieniem wady cewy nerwowej. U zadnej z badanych oséb nie
stwierdzono obecnosci poszukiwanych genotypdw mogacych teoretycznie
zwigkszac ryzyko wystgpienia wady. Wykluczenie wplywu obecnosci badanych
mutacji na .rodzinne wystepowanie wad cewy nerwowej wymaga jednak

przebadania wigkszej liczby matek i dzieci z takich rodzin.
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6. WNIOSKI

1. Polimorfizm 677C—>T genu reduktazy 5,10-metylenotetrahydrofolianowej
wystepuje ze zwiekszong czestoscig w populacjach matek dzieci z wadg cewy
nerwowej w okolicy piersiowo-ledzwiowej i dzieci, u ktérych wystapita wada cewy
nerwowej w tej okolicy. Polimorfizm ten nalezy uzna¢ za czynnik ryzyka
wystapienia wady o powyzszej lokalizacji u dziecka matki o genotypie 677TT

oraz u dziecka o genotypie 677TT.

2. Brak wystarczajgcych przestanek do uznania polimorfizmu 677C—T za czynnik
ryzyka wystgpienia wady cewy nerwowej w okolicy ledzwiowo-krzyzowej i w
innych lokalizacjach (poza okolicg piersiowo-ledzwiowa). Weryfikacji poprzez
przebadanie wiekszej populacji wymaga zaobserwowana rdznica w czestosci
genotypu 677TT w grupach dzieci z wadg cewy nerwowej bez towarzyszacego

wodogtowia i z wodogtowiem.

3. Ze wzgledu na mniejsza niz populacyjna czestos¢ polimorfizmu 1298A—C genu
reduktazy 5,10-metylenotetrahydrofolianowej w grupie matek dzieci z wada cewy
nerwowej i w grupie dzieci z taka wadg, brak przestanek do uznania go za

czynnik ryzyka wystgpienia takiej wady.

4. Czeste wystepowanie genotypu 677CT/1298AC w zakresie genu reduktazy
5,10-metylenotetrahydrofolianowej wsrod leczonych kwasem walproinowym i

karbamazeping matek dzieci z wadg cewy nerwowej moze Swiadczy¢ o roli tego
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genotypu jako potencjalnego czynnika ryzyka wystgpienia wady cewy nerwowej.
Dla potwierdzenia takiej hipotezy konieczne jest jednak przebadanie wigkszej

liczby matek z tej grupy.

. Brak przestanek do uznania obecnosci polimorfizmu 2756A—G genu syntazy

metioniny za czynnik ryzyka wystapienia wady cewy nerwowej.

. Polimorfizm 66A—G genu reduktazy syntazy metioniny wystepuje ze
zwigkszong czestoscig w populacjach matek dzieci z wadgq cewy nerwowej w
okolicy ledzwiowo-krzyzowej i dzieci z takg wadg. Polimorfizm ten nalezy uznac
za czynnik ryzyka wystgpienia wady w powyzszej okolicy u dziecka matki o

genotypie 66GG oraz u dziecka o genotypie 66GG.

. W Zzadnej z rodzin, w ktorych dwukrotnie urodzito sie dziecko z wadag cewy
nerwowej nie stwierdzono obecnosci analizowanych w niniejszej pracy
polimorfizméw. W celu wykluczenia ich zwigzku z rodzinnym wystepowaniem
wad cewy nerwowej nalezy jednak przeprowadzi¢ badanie w wigkszej grupie

takich rodzin.
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7. STRESZCZENIE

Wady cewy nerwowej stanowig grupe anomalii, ktére ze wzgledu na
anatomiczng lokalizacje i rozlegto$¢ zmian juz w momencie urodzenia przesgdzajg
o dalszych losach dziecka. Obejmujg one zaburzenia o réznym stopniu ciezkosci -
od bezmdzgowia i catkowitego rozszczepu czaszki i kregostupa do przepuklin
oponowo - rdzeniowych, oponowych i tami dwudzielnej. Pomimo znacznego
udoskonalenia technik leczenia, ta grupa wad nadal posiada znaczacy udziat w
$miertelnoSci noworodkdéw i niemowlat, lub stanowi przyczyne ciezkiego,
nieuleczalnego kalectwa. Niedoskonato§¢ metod leczniczych zmusza do
poszukiwania sposobow skutecznego zapobiegania wystgpieniu tych zaburzen.

Podstawowe znaczenie dla profilaktyki ma okres$lenie ich etiologii.

Wiekszo$¢ wad cewy nerwowej powstaje pomiedzy 20 i 28 dniem zycia
zarodka na skutek zaburzenia procesu zamykania si¢ cewy nerwowej, zwanego
pierwotng neurulacja. W procesie pierwotnej neurulacji wyodrebni¢ mozna piec
miejsc inicjacji zamykania sie cewy nerwowej, ktérych dysfunkcja wigze sie
prawdopodobnie z wystgpieniem wad w roznych odcinkach ukiadu nerwowego.
Zaburzenia wtomej neurulacji (procesu przebiegajgcego w pdzniejszym okresie
rozwoju zarodkowego) powodujg natomiast wystgpienie niewielkiego odsetka
"niskich” wad cewy nerwowej, zlokalizowanych w dolnym odcinku okolicy krzyzowej

kregostupa.
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Zapobieganie wystagpieniu choroby (pierwotna profilaktyka) z oczywistych
wzgledéw stanowi najlepszy sposob leczenia wad cewy nerwowej. W koncu lat 70-
tych zwrécono uwage na role kwasu foliowego w profilaktyce wystapienia tych
zaburzen. W randomizowanych badaniach stwierdzono znamiennie nizsze ryzyko
urodzenia chorego dziecka przez kobiete zazywajacg kwas foliowy. Wsrod
potomstwa matek zazywajgcych tg witaming stwierdzono redukcje czesto$ci

wystepowania wad cewy nerwowej 0 50-70%.

W organizmie ssakéw kwas foliowy bierze udziat w transporcie rodnikdw
jednoweglowych, stanowigcym miedzy innymi integralng cze$¢ procesu syntezy
nukleotyddw, a takze w wielu reakcjach metylacji. Po wykazaniu podwyzszonego
stezenia homocysteiny w surowicy ciezamych kobiet, ktére nastepnie urodzily
dziecko z wadag cewy nerwowej oraz po udowodnieniu roli metioniny jako czynnika
niezbednego do prawidlowego zamykania sie¢ cewy nerwowej, badania
skoncentrowaly si¢ na folianozaleznym szlaku remetylacji homocysteiny do

metioniny.

Wsrod gendw, ktorych dysfunkcja u matki lub u ptodu mogtaby potencjainie
prowadzi¢ do zmniejszenia aktywnoSci szlaku remetylacji homocysteiny do
metioniny (a w konsekwencji do wystapienia hiperhomocysteinemii,
hipometioninemii i mozliwo$ci powstania wady cewy nerwowej) wymieniane sg
geny kodujace trzy enzymy bezposrednio zwigzane z reakcjg remetylacii
reduktaze 5,10-metylenotetrahydrofolianowg, syntaze metioniny i reduktaze
syntazy metioniny. Szczegdlne zainteresowanie budzg polimorfizmy tych gendéw

(warianty stwierdzane w populacji z czestoscig powyzej 1%), mogace przyczyniac
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sic do obnizenia aktywno$ci powyzszego szlaku metabolicznego i przez to

stanowi¢ czynnik ryzyka wystapienia wady cewy nerwowej.

W niniejszej pracy poréwnano czestosci polimorfizméw 677C—T i 1298A—-C
genu reduktazy 5,10-metylenotetrahydrofolianowej, 2756A—G genu syntazy
metioniny oraz 66A—G genu reduktazy syntazy metioniny w populacji ogoinej i w

rodzinach, w ktorych wystgpita wada cewy nerwowej.

Przy pomocy metody PCR-RFLP przeprowadzono genotypowanie w
zakresie wszystkich wymienionych polimorfizméw u przedstawicieli 115 rodzin, w
ktorych wystapita wada cewy nerwowej, w tym u 112 matek i 108 dzieci z wada.
Grupe kontrolng w odniesieniu do polimorfizméw 677C—T i 1298A—»C genu
reduktazy 5,10-metylenotetrahydrofolianowej stanowita populacja 310
reprezentatywnych dla populacji krakowskiej dorostych osoéb, ktore badano w |l
Katedrze Choréb Wewnetrznych Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego.
W niniejszej pracy oparto si¢ na danych opublikowanych przez zespét || Katedry
Choréb Wewnetrznych, zawierajacych rozklad poszczegdlnych genotypéw obu
polimorfizméw we wspomnianej populacji. Grupe kontrolng w odniesieniu do
polimorfizméw 2756A—G genu syntazy metioniny i 66A—G genu reduktazy
syntazy metioniny stanowito pierwsze 100 os6b nalezgcych do opisanej 310-
osobowej grupy, ktorych prébki DNA udostepnione zostaly przez badaczy z I
Katedry Choréb Wewnetrznych Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielloriskiego

dla celéw niniejszego badania.



7. Streszczenie 98

W analizie statystycznej uzyskanych wynikow wykorzystano nastepujgce
testy: test chi?, doktadny test Fishera, iloraz szans z 95% przedziatem ufno$ci oraz

statystyki opisowe.

W zakresie polimorfizmu 677C—T zidentyfikowano genetyczny czynnik
ryzyka wystapienia wady cewy nerwowej w okolicy piersiowo-ledzwiowej
kregositupa. Czynnikiem tym jest obecno$¢ u matki lub u dziecka genotypu 677TT.
Przy poréwnaniu z grupg kontrolng genotyp ten wystepowat znamiennie czesciej w
calej grupie matek (iloraz szans 3,27; 95% przedziat ufnosci 1,58-6,78; p = 0,0017)
i w catej grupie badanych dzieci (iloraz szans 2,92, 95% przedziat ufnosci 1,38-
6,19; p = 0,0059). Po przeprowadzeniu doktadnej analizy poszczegdlnych podgrup
statystycznie istotne byly jednak jedynie réznice w czestoSci wystepowania
wspomnianego genotypu pomiedzy grupg matek dzieci z wadq w okolicy piersiowo-
ledzwiowej a grupg kontrolng (iloraz szans 6,05; 95% przedziat ufnosci 2,41-15,18;
p = 0,0007) oraz pomiedzy grupg dzieci z wadg w okolicy piersiowo-ledzwiowej a

grupa kontrolng (iloraz szans 4,06; 95% przedziat ufnosci 1,51-10,9; p = 0,0125).

W zakresie polimorfizmu 1298A—C nie stwierdzono istotnych statystycznie
réznic w czestos$ci analizowanego genotypu 1298CC pomigdzy grupami matek i
dzieci a grupa kontroing. Genotyp ten wystepowat ponadto u badanych matek i

dzieci rzadziej niz w grupie kontrolne;j.

Statystycznej istotnosci nie osiagnety rowniez roéznice w czgstosci mieszane;
heterozygotycznosci w  zakresie  opisanych polimorfizméw  (genotyp

677CT/1298AC) pomiedzy grupami badanych matek i dzieci a grupa kontrolna.
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Interesujgcg obserwacja jest natomiast fakt wystapienia powyzszego genotypu u
wszystkich matek, ktére w cigzy leczono z powodu padaczki preparatami
karbamazepiny i kwasu walproinowego. Fakt ten moze sugerowac wspétdziatanie
analizowanego genotypu i wymienionych lekéw w teratogenezie wad cewy
nerwowej. Hipoteza ta wymaga jednak weryfikacji poprzez badanie wigkszej grupy
matek, ktore urodzily dziecko z wadg cewy nerwowej i byly leczone w cigzy

wymienionymi lekami przeciwpadaczkowymi.

W odniesieniu do czestosci polimorfizmu 2756A—G genu syntazy metioniny
nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic pomiedzy badanymi populacjami

matek i dzieci a grupa kontrolna.

W odniesieniu do polimorfizmu 66A—G genu reduktazy syntazy metioniny
zidentyfikowano genetyczny czynnik ryzyka wystgpienia wady cewy nerwowej w
okolicy ledzwiowo-krzyzowej kregostupa. Czynnikiem tym jest obecno$¢ u matki lub
u dziecka genotypu 66GG. Stwierdzono istotnos¢ statystyczng w odniesieniu do
réznic czestosci tego genotypu pomiedzy grupami matek dzieci z wadg w okolicy
ledZzwiowo-krzyzowej a grupg kontroing (iloraz szans 3,06; 95% przedziat ufnosci
1,04-8,97; p = 0,0396), jak rowniez pomiedzy grupg dzieci z taka wadg i grupg
kontrolng (iloraz szans 3,16; 95% przedziat ufnosci 1,08-9,28; p = 0,0348). Rdznice
w czestosci genotypu 66GG w pozostatych podgrupach matek i dzieci w stosunku
do grupy kontrolnej a takze w calych grupach matek i dzieci w poréwnaniu do grupy

kontrolnej nie byly istotne statystycznie.
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W niniejszym badaniu nie stwierdzono jednoznacznego zwigzku pomigedzy
analizowanymi polimorfizmami i wystgpieniem u chorego dziecka wodogtowia.
Woprawdzie obecno$¢ polimorfizmu 677C—»T genu reduktazy 5,10-
metylenotetrahydrofolianowej (genotyp 677TT) obserwowano czesciej u dzieci bez
wodogtowia, jednak wobec niejednorodnosci tej grupy dzieci konieczne wydaje sie

przebadanie wiekszych populacji.

Analiza obecnosci badanych polimorfizméw w rodzinach, w ktérych urodzito
sie dwoje dzieci z wadg cewy nerwowej wykazata brak poszukiwanych genotypow
u wszystkich uczestniczacych w badaniu cztonkdéw tych rodzin. Dla wykluczenia
wplywu opisanych polimorfizméw na rodzinne wystepowanie wad cewy nerwowe;j
niezbedne bytoby jednak przebadanie wigkszej liczby rodzin obcigzonych

dwukrotnym wystapieniem tego typu wad.
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