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Streszczenie
U ludzi do wad cewy nerwowej zaliczamy wszelkie wrodzone malformadje, ktdre zwiazane sa z nieprawidfowym za-
mknieciem sie cewy nerwowej w Krytycznym okresie embriogenezy tj. czwartym tygodniu rozwoju zarodka.
Wady te charakteryzuja sie ztozona etiologia oraz roznia sie pod wzgledem ciezkosci, co zalezy od rodzaju i umiej-
scowienia wady. Postuluje sig, ze etiologia izolowanych wad cewy nerwoweyj jest wieloczynnikowa, obejmujaca za-
réwno czynniki genetyczne, jak i srodowiskowe.
W badaniach na modelach mysich zidentyfikowano ponad 80 gendw zaangazowanych w proces neurulagji.
Pomimo tego, nadal mamy mato wiedzy na temat pierwotnych zdarzeri genetycznych zaangazowanych w patoge-
neze cewy nerwowey.
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Abstract
After congenital heart defects neural tube defects (NTDs) is the second most prevalent congenital malformation
among birth defects. The average rate of isolated NTDs is 1.4-2.0 per 1000 live births worldwide.
The etiology of isolated (nonsyndromic) NTDs is believed to be the result of a combination of genetic predisposition
and environmental factors.
Over 80 genes believed to be engaged in the neurulations have been identified during the investigation and research
of the mouse models.
Despite exhaustive research efforts, now spanning several decades, little is known about the actual genetic mech-
anisms governing the primary events involved in neural tube closure (NTC).
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Czynniki genetyczne a proces neurulagji

We wezesnym okresie rozwoju uktadu nerwowego wyroz-
nia si¢ nastepujace stadia: ptytki nerwowej, rynienki nerwowe;j
1 cewy nerwowej. Faldowanie si¢ ptytki nerwowej do formy ce-
wy nerwowej nazywa si¢ neurulacja pierwotna [1]. Neurulacja
pierwotna zachodzi wzdtuz calej osi przednio-tylnej (A-P) za-
rodka az do przysziej okolicy ledzwiowej [2].

Z kolei etap rozwoju odcinka ogonowego cewy nerwowej
po zamknigciu otworu nerwowego tylnego nazywa si¢ neuru-
lacja wtorna [1, 3].

O’Rahilly i Muller podaja, ze za rozpoczgcie faczenia si¢
(fuzji) faldow nerwowych i zamykania otwordw nerwowych
odpowiedzialne sa dwa gtéwne miejsca inicjacji tego procesu
[4]. Pierwsze z nich, nazwane przez autoréw miejscem O znaj-
duje si¢ w okolicy tytomozgowia, a drugie nazwane miejscem
[ znajduje si¢ w okolicy przodomozgowia. Proces faczenia si¢
faldow nerwowych zaczynajacy si¢ w miejscu o przebiega
w obu kierunkach (gfowowym i ogonowym), natomiast
z miejsca 3 tylko w jednym kierunku (glowowym) [4].

Proces neurulacji jest fundamentalnym etapem embrioge-
nezy, ktory konczy si¢ utworzeniem cewy nerwowej bedacej
prekursorem moézgu i rdzenia kregowego. Wprawdzie zdarze-
nia na poziomie komoérkowym w procesie neurulacji zostaty
juz dos¢ szczegdtowo opisane, to wiedza na temat ich moleku-
larnej regulacji nie jest doktadnie poznana [5,6]. Aktualne da-
ne dotyczace biologicznych mechanizmoéw procesu neurulacji
w wigkszosci pochodza z badan na modelach szczepdéw my-
sich [5, 6,7, 8, 9].

Rozwdj zarodka jest zdeterminowany przez ekspresje ge-
noéw, ktore kontroluja czastkowe programy rozwojowe, zapew-
niajac ciagltos¢ ich realizacji w okreslonym czasie, okreslonej
kolejnosci i w okreslonych zespotach komoérek zarodka [10].
Genetyczna regulacja morfogenezy cewy nerwowej u ssakow
jest bardzo ztozonym procesem, w ktory zaangazowanych jest
ponad 80 zidentyfikowanych dotychczas gendw [6, 8, 9, 11,
12].

Obecnie przyjmuje sig, ze produkty tych genow wykazuja
funkcje o szerokim zakresie dziatan biologicznych i naleza do
nich czasteczki sygnatowe [5, 13], biatka i czynniki transkryp-
cyjne [5, 13, 14], czynniki regulujace aktywnos¢ chromatyny
[15, 16], biatka cytoszkieletu [12], biatka adhezyjne [6,17] oraz
niektore geny supresorowe cyklu komorkowego i geny na szla-
ku apoptozy, np. P531 bcl-2[6, 8]. Grupy gendw, ktére naleza
do szlakdéw rozwojowych zaangazowanych w powstawanie ce-
wy nerwowej s rowniez genami - kandydatami, jako czynniki
ryzyka wad cewy nerwowej [8,11,18,19].

Programy rozwojowe ektodermy nerwowej (neuroktoder-
my), z ktorej powstaje cewa nerwowa, sa kontrolowane przez:
geny kodujace prekursory peptydow sygnatowych (morfoge-
néw ) m.in. SHH (‘sonic hedgehog), BMP (bone morphogene-
tic proteins), WNT (wingless), czynnik FGF (fibroblast
growth factor) czy czynnik PDGF (platelet-derived growth
factor); ich receptory oraz biatka przekazujace i przetwarzaja-
ce te sygnaly; geny /iox kodujace czynniki transkrypcyjne zwa-
ne homeobiatkami, a takze geny ktore warunkuja synteze
kwasu retinowego i koduja jego receptory [5, 10, 11, 13, 20].
Nalezy podkresli¢, ze geny te pelnia wiele funkcji w czasie em-
briogenezy.
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W odniesieniu do rozwoju cewy nerwowej, peptyd SHH
wydzielany z komorek ptytki nerwowej struny grzbietowej in-
dukuje lezace pod struna komorki neuroektodermy, ktore be-
da stanowily podstawe przyszlej cewy nerwowej [2, 10, 21].

Peptyd SHH wyznacza miejsce transkrypcji genu hnf-30,
kontrolujacego programy rozwoju mezodermy przystrunowej
i neuroektodermy [10]. Delecja genu hnf-33 powodowata u za-
rodka myszy brak struny grzbietowej oraz nieprawidtowy roz-
wdj cewy nerwowej [10]. Biatko BMP jest czasteczka sygnato-
wa nalezaca do rodziny transformujacego czynnika wzrostu
(transforming growth factor — TGF).

BMP odgrywa istotng rolg w embriogenezie uczestniczac
m.in. w rozwoju mezodermy przyosiowej, polaryzacji cewy
nerwowej a w dalszym etapie rozwoju zarodkowego w tworze-
niu kosci 1 chrzastki [5, 11, 13, 21, 22].

Gtéwnym inhibitorem biatka BMP jest biatko sekrecyjne
NOG (Noggin) [22, 23, 24]. Z kolei, rodzina czynnikow FGF
tworzy jedna z wazniejszych grup parakrynowych czynnikow
wzrostowych dziatajacych podczas rozwoju embrionalnego [3,
25]. Obecnie znanych jest dwanascie biatek tej rodziny, roznia-
cych si¢ skfadem aminokwasdéw oraz funkcja [21]. Czynniki
rodziny FGF odpowiadaja za roznicowanie komorek mezo-
dermy, tworzenie si¢ naczyn, wzrost konczyn, jak rowniez in-
dukuja wzrost komorek grzebienia nerwowego [13, 25].

Piytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF-A i PDGF-C)
poprzez receptor PDGFRa reguluje rozwoj twarzoczaszki,
cewy nerwowej oraz narzaddw, ktore powstaja z listka mezo-
dermalnego [11]. Biatka z rodziny WNT sa ligandami dla re-
ceptordw transbfonowych, nalezacych do rodziny biatek (re-
ceptordw) Frizzled i petnia funkcje sygnalizacyjng za posred-
nictwem b-kateniny [13, 21, 26]. W rozwoju zarodkowym bial-
ka WNT reguluja tworzenie si¢ osi grzbietowo-brzusznej oraz
rozwoj konczyn [25]. Geny hox sa zgrupowane w 4 zespoly
zwane hox A, B, C 1D i ulegaja ekspresji gldéwnie w regionach
wykazujacych segmentacje w czasie rozwoju, takich jak cewa
nerwowa, plytka segmentalna czy somity. Istotny jest fakt, iz
u kregowcow w czasie rozwoju ekspresja kolejnych genow
z rodziny hox jest stopniowo aktywowana wzdtuz osi przed-
nio-tylnej [2]. Z kolei kwas retinowy poprzez swoiste recepto-
ry jadrowe dziata na szlakach sygnalizacyjnych wptywajac po-
srednio lub bezposrednio na ekspresj¢ wielu genow uczestni-
czacych w rozwoju zarodkowym m.in. na geny /ox, sonic hed-
gehog, RARa,Biy[2,9, 11].

We wezesnym okresie rozwoju zarodkowego endogennym
zrodiem kwasu retinowego jest najprawdopodobniej skupienie
komorek mezodermalnych tworzacych wezet pierwotny zwa-
ny tez weztem Hensena [27].

Jak do tej pory, posiadamy mato wiedzy na temat tego, na
ile omawiane geny sa genami podatnosci, a na ile genami ry-
zyka powstawania wad cewy nerwowej.

Wady cewy nerwowej

Termin wady cewy nerwowej obejmuje wszelkie wrodzone
malformacje, ktore zwiazane sa z nieprawidtowym zamknig-
ciem cewy nerwowej, w krytycznym okresie embriogenezy t;j.
czwartym tygodniu rozwoju zarodka, przy czym wady poja-
wiaja si¢ w dowolnym miejscu wzdtuz formujacego si¢ rdzenia
kregowego, w kierunku glowowym od rozwijajacego si¢ mo-
zgowia 1 w kierunku ogonowym od kosci krzyzowe;j [8].
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Defekt zamknigcia cewy nerwowej wywoluje kaskade
zmian strukturalnych czyli sekwencje wad [28]. Wady te roznia
si¢ pod wzgledem cigzkosci, co zalezy od rodzaju i umiejsco-
wienia wady [6, 8, 12, 28, 29, 30, 31, 32].

Kliniczne spektrum wynikajace z sekwencji zdarzen nie
zamknigcia si¢ cewy nerwowej obejmuje wady czaszki: bezmo-
zgowie, bezczaszkowie, przepuklina mozgowa, iniencefalia
(iniencephaly ) 1 wady kregostupa: rozszczep kregostupa, prze-
puklina oponowa, przepuklina oponowo-rdzeniowa, rozsz-
czep rdzenia kregowego, catkowity rozszczep kregostupa oraz
jednoczesny rozszczep czaszki i kregostupa [33].

Genetyczne czynniki ryzyka wad cewy
nerwowej

Wady cewy nerwowej charakteryzuja si¢ ztozona etiologia.
Postuluje sig, ze powstawanie izolowanych wad cewy nerwowe;j
jest spowodowana wieloczynnikowym charakterem, obejmu-
jacym zaréwno czynniki genetyczne jak i srodowiskowe (fi-
zyczne, chemiczne, biologiczne) [7, 8].

Wprawdzie analiza wzoru dziedziczenia wad cewy nerwo-
wej wykazata pewng agregacje rodzinna, to w wigkszosci przy-
padkéw wady te nie dziedzicza si¢ zgodnie z mendlowskim
modelem dziedziczenia [8]. Ryzyko wystapienia rozszczepu
kregostupa i/lub bezmodzgowia u rodzenstwa osoby dotknigtej
tymi wadami miesci si¢ w zakresie od 3% do 8% i jest wyzsze
niz w ogolnej populacji [18]. Jednak tylko 5% przypadkow
wad cewy nerwowej wystgpuje w rodzinach z obcigzonym wy-
wiadem [33]. Dotychczas zidentyfikowano 26 zespoldéw chro-
mosomopatii, 27 monogenopatii autosomalnych, w tym 20 re-
cesywnych i 7 dominujacych oraz 5 genopatii sprz¢zonych
z plcig, w ktorych moga wystgpowaé wady cewy nerwowej
[34].

Pomimo usilnych badan trwajacych od wielu lat, nadal
mamy mato wiedzy na temat pierwotnych zdarzen genetycz-
nych zaangazowanych w patogeneze cewy nerwowej [7,8,13].
Najlepsze obecnie dostepne dane pochodza z badan na mode-
lach zwierzgcych [7, 8, 9]. U myszy ponad 100 mutacji poje-
dynczych gendéw jest zwiazanych z wadami cewy nerwowej
[7,18]. Przebadano tylko kilka ludzkich genéw ortologicznych
(homologicznych) do tych, ktore wystgpuja u myszy, takich
jak: T-locus (brachyury) i PAX3. (Tabela I).

Mutacje mysiego czynnika transkrypcyjnego PAX3 pro-
wadza do powstawania fenotypu Splotch (Sp), ktory charak-
teryzuje si¢ zaburzeniem pigmentacji u heterozygot i wadami
cewy nerwowej u homozygot [6, 7, 18].

U cztowieka, mutacje genu PAX3 zostaly opisane u pa-
cjentdw z zespotem Waardenburga typu I - choroba charakte-
ryzujacy si¢ zaburzeniami pigmentacji, podobnymi do wyste-
pujacych u heterozygotycznych myszy Splotch, oraz okazjo-
nalnym wspotwystgpowaniem rozszczepu kregostupa [7, 18].
Z kolei, gen T-locus koduje czynnik transkrypcyjny, niezbedny
w procesie roznicowania mezodermy i prawidtowego rozwoju
osiowego zarodka. U mysich embriondw, ktore byty homozy-
gotami dla zmutowanego allelu T ( T-null/ T-null) wystgpowa-
ty zaburzenia dotyczace tkanek wywodzacych si¢ z mezoder-
my i zarodki umieraty w srodkowym okresie cigzy. Natomiast
zarodki, ktore byly heterozygotami dla allelu T ( T-null/ T-lo-
cus) przezywaly, ale miaty skrocone ogony i niekiedy wrodzo-
ne wady kregdéw krzyzowych [18].
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W kilku badaniach analizowano wariant intronowy
(TTIVS7 T/C) ludzkiego genu ortologu 7-/ocus jako czynnik ry-
zyka rozszczepu kregostupa u ludzi. Zanotowane wyniki tych
badan byly rozbiezne [18].

Przyktadowym systemem modelowym, ktory zostat szero-
ko przebadany w celu lepszego zrozumienia patogenezy wad
w przebiegu zamykania cewy nerwowej w tylnej czesci zarod-
ka, jest zmutowany szczep mysi z kreconym ogonem ( curly ta-
il - ct). Uznano, ze istnieje zwiazek pomiedzy opdznieniem za-
mknigcia otworu nerwowego tylnego u homozygotycznych
myszy z krgconym ogonem ('ct/ct), a powstawaniem rozszcze-
pu kregostupa. Ponadto powstawanie rozszczepu kregostupa
u myszy o tym genotypie (ct/ct) byto zawsze poprzedzone nie
zamknigciem si¢ tylnego otworu nerwowego [7, 8, 9].

Van Straaten i wsp. podaja, ze tylny otwor nerwowy
u zmutowanych embriondw myszy (ct/ct) byt do pigciu razy
wigkszy, niz otwdr nerwowy obserwowany w embrionach kon-
trolnych o genotypie dzikim [9].

Zasugerowano, ze wady dotyczace kregostupa sq zmiana-
mi wtornymi do braku réwnowagi w grzbietowo-brzusznej
proliferacji komorkowej, ktéra prowadzi do przejsciowo
zwigkszonej krzywizny brzusznej tylnego otworu nerwowego
u embriondw myszy z kreconym ogonem. Ta krzywizna jest
odpowiedzialna za mechaniczny ucisk przeciwstawiajacy si¢
grzbietowo-bocznym ruchom zginajacym, ktdre pojawiaja si¢
w przebiegu neurulacji. W konsekwencji, zamknigcie tylnego
otworu nerwowego opdznia si¢ 1 myszy rodza si¢ zarowno
z rozszczepem kregostupa, jak i kreconym ogonem [8, 9]. Ro-
la czynnika genetycznego w patogenezie rozszczepu kregostu-
pa dla tego systemu modelowego (myszy ct/ct) sprowadzata
si¢ do zaburzenia ekspresji genow WntSai RARB[S, 9].

Geny na szlaku przemian folian
- homocysteina

Powszechnie akceptowany jest fakt, ze niewystarczajaca
podaz naturalnego folianu lub jego syntetycznej formy — kwa-
su foliowego, przed i we wczesnym okresie ciazy wiaze si¢ ze
zwigkszonym ryzykiem powstawania rozszczepu kregostupa
i bezmozgowia [18, 35, 36, 37, 38].

Poznanie zwigzku pomiedzy rozszczepem kregostupa
a obnizeniem stgzenia folianu w surowicy cigzarnych sprawito,
ze geny kodujace okofo 150 biatek bezposrednio zaangazowa-
nych w metabolizm i transport folianu staly si¢ celem rozle-
glych badan [8, 36, 39, 40, 41, 42, 43].

Folian uczestniczy w waznych szlakach metabolicznych,
ktore — jesli zostana przerwane — mogg wywierac niekorzystny
wplyw na rozwoj zarodka. Gtéwnym zadaniem szlakow bio-
chemicznych z udzialem folianu jest dostarczanie jednostek
jednoweglowych takich jak: metylowa (-CH3), metylenowa
(-CH2) czy formylowa (-HCO) dla wielu procesow enzyma-
tycznych m.in. syntezy puryn i pirymidyn, syntezy biatek,
przemiany homocysteiny do metioniny, w procesach metylacji
DNA [39, 40, 43, 44, 45, 46].

Nalezy w tym miejscu podkresli¢, ze charakterystyczny
wzor metylacji genomowego DNA ustala si¢ w stadium ga-
strulacji. Natomiast w okresie powstawania tkanek somatycz-
nych nastgpuje specyficzna demetylacja niektorych genow
charakterystycznych tkankowo [47].
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Tabela I. Geny - kandydaci rozszczepu kregostupa, ktére zostaty przebadane w niewielkiej

liczbie badan [18].

Powigzanie z rozszczepem
kregostupa ?

Geny innych szlakow niz szlak folian-homocysteina

Apolipoproteiny B i E*
Leptyna**

Receptor leptyny**
'Niesprzezone biatko***

nie

mozliwy umiarkowany zwigzek

nie

tak

Mysie geny ortologiczne

’Rak sutka 1

Kinaza tyrozynowa c-src

*Gen biatka MARCKS

Gen biatka podobnego do MARCKS

Biatko Msh — homolog 2 z rodziny homeobiatek

‘Biatko AP-1 odpowiedzialne za montowanie nukleosoméw
Receptor dla ptytkowo-pochodnego czynnika wzrostu o
*Biatko 20 zwiazane z aktywacjg czynnika wzmacniajacego
transkrypcje

*Mézdzkowe biatko zawierajace domene palcéw cynkowych 3

nie
nie
nie
nie
nie
nie

tak

nie

nie

Geny zaangazowane W rozwoj cewy nerwowej

’Biatko morfogenetyczne kosci 4
Homeobiatka A, B, Ci D

*NOG

SLUG

%Sonic Hedgehod

"Mézdzkowe biatko zawierajace domene palcéw cynkowych 2

tak

nie

u 2 pacjentéw zidentyfikowano mutacje zmiany sensu
u 1 pacjenta zidentyfikowano mutacje zmiany sensu
tak

nie

*Apolipoproteiny B i E regulujg stezenia cholesterolu;

**|leptyna i receptor leptyny s zwiazane z powstawaniem otytosci;

***njesprzezone biatko 2 moze wigzac sie z powstawaniem
cukrzycy insulinozaleznej i otytosci.

Tabele | przedrukowano z czasopisma The Lancet, Vol 364, Laura R Mitchell,
N Scott Adzick, Jeanne Melchionne, Patrik S Pasquariello, Leslie N Sutton, Alexander
S Whitehead. Spina bifida.,1885-95, November 20, 2004, (za zgoda Elsevier).

'biatko mitochondrialne UCP2; *gen BRCA1, *biatka MARCKS uczestnicza w dystrybucji
substratow dla kinazy biatkowej C: ‘biatko NAP1L2; °czynnik transkrypcyjny AP-2a;

*biatko ZIC3; ’biatko BMP-4; ®*NOG-biatko sekrecyjne (indukcyjne);

°SLUG-biatko represorowe, "Sonic Hedgehod - rodzina czynnikéw indukcyjnych,

"ZIC2 (przyp. ttum.).

Zaburzenie metabolizmu folianu moze rowniez prowadzi¢
do zwigkszonego stgzenia homocysteiny, co w niektorych mo-
delach zwierzgcych wywieralo teratogenny wplyw na cewe
nerwowgq [42, 48, 49].

Wsrod genow bioracych udziat na szlaku przemian folian
— homocysteina, ktorych mutacje moga w sposob istotny
wplywaé na powstawanie rozszczepu krggostupa, wymienia
si¢ najczesciej geny (kandydaci) kodujace: reduktaze 5,10- me-
tylenotetrahydrofolianu (MTHFR), czy warianty polimor-
ficzne tego genu (MTHFR C667T 1 A1298C), syntaz¢ metio-
niny (MTR), reduktaze syntazy metioniny ( MTRR), cyklo-
hydrolaze syntetazy formylotetrahydrofolianu (MTHFD),
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przenosnik zredukowanego folianu ( RFCI ), a-receptor folia-
nu (FRa), B-receptor folianu (FRf), B-syntaze cystationiny
(CBS), metylotransferaz¢ betaina-homocysteina (BHMT),
karboksypeptydazg II glutaminianu (GCPII) [39, 41, 43, 44,
49, 50.

Autorzy podkreslaja, ze geny zaangazowane na szlaku
przemian folian-homocysteina, moga wplywac na rozwoj roz-
szczepu krggostupa poprzez genotyp matczyny albo genotyp
zarodka, interakcje pomiedzy genotypami matki i zarodka,
jak réwniez poprzez interakcje tych gendw z czynnikami $ro-
dowiskowymi. Mozliwe jest tez, ze geny te sa gtdwnie czynni-
kami modyfikujacymi ryzyko, a nie prawdziwymi czynnikami
przyczynowymi [7, 18, 39, 41, 44, 50].
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To powoduje, ze nie mozna wyciagnac¢ ostatecznych wnio-

skow dotyczacych precyzyjnej roli, jaka odgrywaja geny czy
polimorficzne warianty tych genow, uczestniczace na szlaku
przemian folian-homocysteina, w powstawaniu rozszczepu
kregostupa [18].
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