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1. Wprowadzenie

1. Wprowadzenie

Jednym z naczelnych elementéw pracy lekarza pediatry jest zapobieganie
chorobom. Stwierdzenie, ze ,lepiej zapobiegaé, niz leczy¢” powstato jeszcze w czasach
starozytnych. Jego przestanie jest wielokierunkowe. Dotyczy ono zaréwno kwestii
medycznych, gdyz zapobiegajac chorobie nie narazamy pacjenta ijego rodziny na
zwiazane z nia skutki i cierpienia, jak i spoteczno-ekonomicznych, jako ze postgpowanie
takie jest zwykle znacznie tansze i mniej obciazajace spoleczenstwo. Najskuteczniejsza
1 najlepiej oceniang metoda profilaktyki jest profilaktyka pierwotna, ktérej zadaniem jest
zapobieganie wystapieniu choroby. Rozwdj profilaktyki niektérych choréb stanowi jeden
z najwigkszych postgpéw medycyny. Szczegdlnie dotyczy to choréb zakaznych i szczepien
przeciwko nim. Istnieje jednak wiele grup choréb, co do ktérych nie dysponujemy
odpowiednimi metodami profilaktyki pierwotnej. Jedna z takich ogromnych grup stanowia
choroby wrodzone. Wydaje si¢, ze gldwna tego przyczyna jest brak jednoznacznie
zdefiniowanej etiologii takich choréb. W stosunku do licznych zaburzen udalo si¢
zidentyfikowa¢ geny odpowiedzialne za ich wystapienie. W stosunku do innych, do
ktorych naleza takze stany dysrafii oSrodkowego uktadu nerwowego, proby identyfikacji
czynnika etiologicznego dotychczas zawiodty.

Jedna z metod profilaktyki choréb dziedzicznych jest poradnictwo genetyczne.
Zaktada ono sobie wiele celéw - zpunktu widzenia rodzicow chorego dziecka
najwazniejsze to ustalenie leczenia choroby, ktéra juz wystapila oraz ocena ryzyka
ponownego wystapienia choroby u ewentualnego rodzenstwa, poniewaz moze to rzutowac
na decyzje rodzicéw dotyczace poczecia nastepnego dziecka. Udzielenie wiarygodnej
porady genetycznej wymaga jak najlepszej wiedzy dotyczacej etiologii choroby.
W stosunku do choréb monogenowych idealna sytuacja jest okreslenie diagnozy
genotypowej, co pozwala okresli¢ sposéb dziedziczenia choroby. Wigksze trudnosci
sprawia okreslenie ryzyka wystapienia choréb kompleksowych. Mianem tym okreslane sa
choroby, ktérych dziedziczenie wymyka si¢ podstawowym prawom Mendla. Naleza do
nich migdzy innymi choroby wielogenowe, czy szerzej pojete choroby wieloczynnikowe.
W stosunku do takich choréb prébuje sig ustali¢ jak najwigcej czynnikéw pozwalajacych
przewidzie¢ wystapienie choroby, takze czynnikéw dziedzicznych. Jednymi z takich
czynnikéw, ktére mozna byto oznacza¢ jeszcze przed rozwojem genetyki molekularnej
byly grupa krwi oraz antygeny zgodnosci tkankowej. Niewatpliwie jedna

z najmocniejszych asocjacji jest wystgpowanie choroby wrzodowej zotadka u 0s6b
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z grupa krwi 0 oraz zesztywniajacego zapalenia stawdw krggostupa u nosicieli antygenu
HLA-B27 (1). Oile ta pierwsza zostala nieco zapomniana, o tyle obecnos¢ HLA-B27
wykorzystuje si¢ powszechnie w diagnostyce zesztywniajacego zapalenia stawdéw
kregostupa. We wspotczesnej genetyce klinicznej ustalanie asocjacji danej choroby
z okreslong mutacja lub polimorfizmem stanowi jeden z najwazniejszych kierunkow
badan, gdyz moze to pomdc w ustaleniu ryzyka wystapienia takiej choroby u kolejnego
potomstwa.

Wady cewy nerwowej naleza do jednych znajcigzszych wad wrodzonych.
Stanowia olbrzymie obciazenie dla samych chorych, poniewaz powoduja znacznego
stopnia kalectwo zar6wno fizyczne, zwiazane z uposledzeniem funkcjonowania wielu
narzadow wewnetrznych oraz ukladu ruchu, jak iobciazenie psychiczne wynikajace
z pogorszenia kontaktéw z réwiesnikami i otoczeniem czy przedtuzonej zaleznosci od
rodzicow. JakoS$¢ zycia chorych dzieci zalezy od réznych aspektéw funkcjonowania
zaleznych od poziomu uszkodzenia, jak rowniez od wspoétistnienia wodogtowia, padaczki,
porazenia mézgowego, czy tez liczby zabiegdéw rewizji zastawki komorowo-otrzewnowe;j.
Wodoglowie wystgpuje u 80-85% dzieci z przepukling oponowo-rdzeniowa (2).
Stwierdzono réwniez, ze pogorszenie jakosci zycia w bardzo duzym stopniu zalezy od
punktu widzenia 1 potrzeb rodziny, a takze mozliwosci zapewnienia dziecku odpowiedniej
opieki, na ktora bezposrednio sktada si¢ dostgpno$¢ réznorodnych pomocy
rehabilitacyjnych oraz odpowiednie wsparcie udzielane rodzinie (3). Z drugiej strony
choroba stwarza niezwykle duze obciazenie ekonomiczne dla systeméw ochrony zdrowia,
gdyz chorzy narazeni sa na liczne powiktania wymagajace wielokrotnych zachowawczych
i chirurgicznych interwencji lekarskich, ktére prowadza do kolejnych probleméw
zdrowotnych, na przyktad alergii na lateks. Wykrycie czynnikow ryzyka rozwoju wad
cewy nerwowej umozliwiloby opracowanie metod profilaktyki tych wad, aprzede
wszystkim byloby niezwykle istotne dla celéw poradnictwa genetycznego, pozwalaloby
bowiem z wigkszym prawdopodobienstwem okresli¢ ryzyko wystapienia kolejnych
przypadkéw wady w rodzinie probanta. Bardzo waznym odkryciem jest mozliwos$¢
zapobiegania wadom cewy nerwowej poprzez podawanie kwasu foliowego kobietom w
okresie okotokoncepcyjnym. Badania nad tym zagadnieniem rozpoczgly si¢ w 1976 roku,
gdy opisano zmniejszone st¢zenie réznych mikroelementéw i witamin u kobiet w ciazy,
ktére urodzity dziecko z wada cewy nerwowej (4). Podstawowym czynnikiem
odpowiedzialnym za to zjawisko byl niedobér kwasu foliowego. Dzigki dalszym

badaniom, w 1992 wydano oficjalne zalecenie, aby kobiety planujace zajs¢ w ciazg
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przyjmowaty t¢ witaming (5), a wiele krajow wrgcz wprowadzilo wzbogacanie maki w
kwas foliowy, aby zapewni¢ profilaktyke wszystkim potencjalnym matkom, co
doprowadzito do znacznej redukcji czestosci dysrafii u noworodkéw (6). Ostatnio pojawia
si¢ réwniez mozliwos¢ leczenia wad cewy nerwowej u ptodu, czego nastgpstwem moze
by¢ przede wszystkim zmniejszenie odsetka wodogtowia, gdy uda si¢ zapobiec lub cofnac
malformacj¢ Chiariego typu II typowa dla wad cewy nerwowej (2), szczegdlnie wobec
doniesien, ze ekspozycja tkanki ptytki nerwowej na ptyn owodniowy w duzym stopniu

przyczynia si¢ do nasilenia uszkodzen neurologicznych.
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1.1. Genetyka i epidemiologia wad cewy nerwowej

Wedtug aktualnych pogladéw, wady cewy nerwowej naleza do choréb o etiologii
wieloczynnikowej, do ktérych naleza takze inne zaburzenia wrodzone: zwezenie
odzwiernika, izolowany rozszczep podniebienia, stopa konsko-szpotawa, niektére wady
wrodzone serca, atakze choroby wystgpujace w pdzniejszym okresie zycia jak:
nadcisnienie, cukrzyca, choroba niedokrwienna serca czy nowotwory (7).
W przeciwienstwie do chor6b monogenowych nie da si¢ latwo przewidzie¢ ryzyka
wystapienia zaburzenia u kolejnego cztonka rodziny. Uwaza sig¢, ze pojawienie si¢ choroby
wynika ze skumulowania si¢ czynnikéw genetycznych oraz $rodowiskowych powyzej
pewnej wartosci progowej (prog podatnosci). W stosunku do choréb wieloczynnikowych,
ryzyko ponownego wystapienia zaburzenia w rodzinie, swoiste dla kazdej choroby
wieloczynnikowej, ustala si¢ w sposéb empiryczny na podstawie obserwacji czionkéw
rodziny. Aby chorobe¢ mozna byto uzna¢ jako wieloczynnikowa musi ona spetnia¢ kilka
kryteriéw (7):

e Ryzyko ponownego wystapienia choroby jest wigksze, jezeli wystapita ona juz

u wigcej niz jednego cztonka rodziny.

® Ryzyko ponownego wystapienia choroby jest tym wigksze, im cigzsza jej postac
wystapifa u probanta.

® Ryzyko ponownego wystapienia choroby jest wigksze, jezeli probant nalezy do
pici, uktérej choroba wystgpuje rzadziej (typowym przykladem jest zwegzenie
odzwiernika).

e Ryzyko ponownego wystapienia choroby jest wigksze, jezeli wystapila ona
wczesniej u krewnych z blizszym stopniem pokrewienstwa.

® Ryzyko ponownego wystapienia choroby u rodzenstwa lub potomstwa probanta
wynosi okoto \/7 , gdzie fto czgstos¢ wystgpowania choroby w populacji.

Chorobe wieloczynnikowa, w przeciwienstwie do monogenowej, charakteryzuje
takze rdézna czgstoS€ jej wystgpowania u blizniat monozygotycznych. Wskaznik
konkordancji (zgodnosci) okresla u jakiego odsetka blizniat rozwinie si¢ choroba
wystepujaca u drugiego blizniaka.

Dla cech determinowanych wieloczynnikowo mozna moéwi¢ o0 zmiennosci
fenotypowej. Zalezna jest ona od trzech sktadnikéw: zmiennosci $rodowiskowej,

zmiennoS$ci genetycznej oraz interakcji geny-srodowisko. Odsetek zmiennosci fenotypowej
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przypisywany czynnikom genetycznym nosi nazw¢ odziedziczalnosci. Czynniki
genetyczne moga mie¢ natomiast charakter addytywny, dominujacy lub epistatyczny
(okreslajacy interakcj¢ pomiedzy réznymi genami na poziomie DNA, RNA lub biatek).

Stany dysrafii osrodkowego uktadu nerwowego spelniaja wigkszo$¢ kryteriow
choroby wieloczynnikowej. Istnieja jednak opinie dzielace je na dwie grupy, tak zwane
,hiezespolowe” wady cewy nerwowej (nonsyndromic neural tube defects), czyli takie,
ktore nie stanowia czesci obrazu jakiego$ szerszego zespotu wad rozwojowych oraz wady
»zespotowe”. Wilasnie te pierwsze maja charakteryzowa¢ si¢ dziedziczeniem
wieloczynnikowym, podczas gdy druga grupa moze by¢ uwarunkowana mutacja
chromosomowa jednego genu (8) lub wrgcz duzymi defektami cytogenetycznymi (9).
Do$¢ dobrze poznano empiryczne ryzyko ponownego wystapienia choroby oraz jej
epidemiologi¢. Czesto$¢ zaburzenia wynosi w réznych populacjach od 0,5-3/1000
(7,10,11); w populacji poludniowej Polski w koncu lat 80. XX wieku wynosita ona 0,92-
0,94 na 1000 urodzen (12). Szczegdlnie duza czgstos¢ dotyczy Irlandii, potudniowej Walii
i czesci Indii i Chin oraz populacji pochodzenia celtyckiego, natomiast znacznie rzadziej
wystegpuje ono u rasy czarnej. Znacznie czgsciej niz z otwarta dysrafia mamy do czynienia
z utajonym rozszczepem krggostupa, ktéry moze wystgpowac u okoto 10% ludzi, przy
czym u wigkszosci nie daje objawow (13).

Wedtug danych pochodzacych z Wielkiej Brytanii (ktéra wraz z Irlandia naleza do
panstw o najwigkszej zapadalnosci si¢gajacej nawet 7 na 1000 (14), ryzyko wystapienia
wady cewy nerwowej urodzenstwa dzieci z dysrafia wynosi okoto 5%, podczas gdy
w USA jest o okoto 2-3% mniejsze, przy czym wystapienie dysrafii w jednej lokalizacji
zwigksza ryzyko wystapienia wady w innych lokalizacjach. Dane wegierskie wskazuja, ze
ryzyko wystapienia wady cewy nerwowej zwigksza si¢ do 3%, 12% i 25% odpowiednio,
jezeli wada wystapita wczesniej u jednego, dwojga lub trojga rodzenstwa (7). W obszarach
o wigkszej czgstotliwosci wystgpowania dysrafii stwierdza si¢ takze wigksze ryzyko ich
wystapienia u rodzenstwa (10). W populacji Polski potudniowej stwierdzono, ze wzgledne
ryzyko ponownego wystapienia wady w rodzinie posiadajacej jedno potomstwo z wada
cewy nerwowej wynosito 37,5. Ryzyko ponownego wystapienia przepukliny oponowo-
rdzeniowej wynosito 4,0%+2,8 gdy probant byl pici meskiej 12,0%+2,3 — gdy plci
zenskiej. Co ciekawe, powtdérne wystapienie przepukliny moézgowe] obserwowano
wylacznie wsérdéd rodzenstwa probantéw pici zenskiej (15). Wskaznik zgodnosci wynosi
dla przepukliny oponowo-rdzeniowej 0,72 dla blizniat monozygotycznych 10,33 dla

dizygotycznych. Pozwala to na oszacowanie wskaznika odziedziczalnosci, okreslajacego
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odsetkowy udziatl czynnikéw genetycznych w zmiennosci fenotypowej choroby, ktéry dla
przepukliny oponowo-rdzeniowej wynosi 0,78 (7). Zkolei inne badania wskazuja, ze
zwigkszone ryzyko wystapienia dysrafii u kolejnego dziecka wystepuje jedynie, jezeli
u pierwszego dziecka wystapita wysoka wada (powyzej Thj,), natomiast przy wadach
zlokalizowanych nizej, ryzyko wystapienia wady urodzenstwa jest takie samo jak
w populacji ogdlnej. Gdy oddzielnie rozpatrzono grupy pacjentow z bezmdzgowiem
i rozszczepem krggostupa, réwniez nie stwierdzono istotnie czgstszego wystgpowania
kolejnych przypadkéw w rodzinie (16). Dysrafie osrodkowego uktadu nerwowego okoto
dwukrotnie czgsciej wystgpuja u ptodow plci zenskiej, jednak ta przewaga znacznie si¢
zmniejsza, jezeli bierze si¢ pod uwage zywo urodzone noworodki (10). Czynnikiem ryzyka
wystapienia przepukliny oponowo-rdzeniowej jest réwniez bliskie pokrewienstwo
rodzicéw dziecka (17).

Ryzyko wystapienia wady cewy nerwowej moze by¢ modyfikowane przez
popularne czynniki srodowiskowe. Powszechnie znany jest profilaktyczny wptyw folianow
podawanych w matych dawkach okotokoncepcyjnie. Stwierdzono réwniez, ze otylos¢
umatki jeszcze przed ciaza moze zwigkszy¢ ryzyko wystapienia wady nawet ponad
dwukrotnie (18). Mniej znana jest zalezno$¢ pomig¢dzy narazeniem matki na azotany
1 wystgpowaniem dysrafii. Wykazano jednak, ze przy duzym stg¢zeniu azotanéw w wodzie
pitnej ryzyko wystapienia bezmdézgowia moze by¢ prawie siedmiokrotnie wigksze,
natomiast zaleznos$ci takiej nie wykazano w odniesieniu do przepukliny oponowo-
rdzeniowej (19).

Niedawno stwierdzono zmniejszone st¢zenie cynku i selenu, a zwigkszone miedzi
i ofowiu u matek dzieci z wada cewy nerwowej w porOwnaniu z grupa kontrolna. Autorzy
badania, $wiadomi jego ograniczen, dokladaja kolejna cegietke do teorii
o wieloczynnikowej etiologii wad cewy nerwowej (20). Dysrafii sprzyja takze ekspozycja
matki na arsen oraz niektore leki (kwas walproinowy ikarbamazepina, pochodne
kumaryny). Nie stwierdzono natomiast réznicy pod wzgledem miejsca zamieszkania
(miasto lub wie$) (21). W przeprowadzonym ostatnio przegladzie systematycznym
wykazano, ze goraczka we wczesnej ciazy prawie dwukrotnie zwigksza ryzyko rozwoju
wady cewy nerwowej (22), a zaburzenia neurulacji w doswiadczeniach na zwierzgtach z
hipertermia wykazano juz znacznie wczesnie;j.

Na etiologic wielogenowa wskazuja réwniez nieprawidtowosci Kkariotypu

stwierdzane u kilkunastu procent plodéw z przepuklina oponowo-rdzeniowa (23).
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Réznorodno$¢  tych nieprawidlowosci, wtym trisomie lub monosomie réznych

chromosomoéw $wiadcza o etiologicznej heterogennosci dysrafii.

1.2. Embriologia i molekularne podstawy neurulacji

Proces neurulacji u ludzkiego zarodka jest rozciagnigty w czasie. Na poziomie
tkankowym obejmuje cztery stadia: tworzenie plytki nerwowej, ksztaltowanie ptytki
nerwowej, faldowanie ptytki nerwowej izamknigcie wytworzonego rowka. Plytka
nerwowa tworzy si¢ z najbardziej grzbietowo potozonej tkanki ektodermalnej. Okoto
17-18. dnia po zaptodnieniu tworza si¢ faldy nerwowe, ktére unosza si¢ a nastgpnie
zblizaja ku sobie. Okoto 22. dnia dochodzi do zetknigcia si¢ faldow w miejscu pierwszego
zamknigcia cewy, ktore zlokalizowane jest w miejscu tworzacym w przysztosci granicg
pomigdzy czescia szyjna i potyliczna (13). Zamykanie cewy nerwowej ma miejsce w obu
kierunkach od strefy zamknigcia. Istnieje aktualnie wiele hipotez dotyczacych liczby
miejsc zamykania cewy nerwowej. Model klasyczny oparty na zarodku ptasim zaktada
ciagtos¢ procesu na zasadzie ,,zamka blyskawicznego”. Z kolei u myszy najbardziej
prawdopodobny model to 5 miejsc zamykania si¢ cewy nerwowej (24). U cztowieka nie
ustalono jednoznacznie w ilu miejscach dochodzi do zamykania si¢ cewy nerwowej. Wielu
badaczy uwaza, ze model pigciomiejscowy najlepiej opisuje zakres oraz czgstos¢ wad
cewy nerwowej w poszczegdlnych lokalizacjach, jednak ostatnio coraz wigcej dowodow
przemawia za tym, ze proces ten odbywa si¢ w dwoch lokalizacjach. Pierwsza z nich
(punkt o) miesci si¢ w obszarze tylomdzgowia, druga (punkt [) w obszarze
przodomézgowia. Od punktu o zamykanie cewy nerwowej postgpuje w kierunku
doogonowym w sposéb ciagly (25). Proces zwany pierwotna neurulacja konczy si¢ okoto
26-28 dnia po zaptodnieniu zamknig¢ciem tylnego otworu nerwowego zlokalizowanego
w dogtowowej cze$ci odcinka krzyzowego. Tworzenie si¢ cewy nerwowej w odcinkach
zlokalizowanych bardziej ogonowo nastgpuje w procesie wtérnej neurulacji, polegajacej na
tworzeniu kanalu w obrgbie litego skupiska komoérek. Uwaza sig, ze proces wtdrnej
neurulacji jest podobny u zwierzat o réznym stopniu zaawansowania filogenetycznego
(ptakéw, ssakow, w tym u ludzi) (26).

Rozwd¢j cewy nerwowej jest procesem bardzo skomplikowanym. Chociaz dos¢
dobrze poznano jego fazy pod wzgledem embriologicznym, nadal nie poznaliSmy
mechanizmu regulacji indukcji i dalszego rozwoju cewy nerwowej. Mozna zatozy¢, ze do

procesu tego niezbednych jest kilka molekularnych sktadowych:
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e okreslenie przeznaczenia komorek na poziomie genetycznym

e ckspresja ligandow i receptorow w btonie komérkowe;j i interakcje miedzy nimi

e reakcje komorek: przekaznictwo sygnalow prowadzace do zmian

biochemicznych, zmian transkrypcji gendéw, ruchy komoérek, przyleganie
i aktywno$¢ mitotyczna.

U wyzszych kregowcéw nie udato si¢ jednoznacznie ustalic genéw
determinujacych przeznaczenie komoérek tworzacych OUN, natomiast rolg t¢ u plazéw
spetnia prawdopodobnie kompleks genéw ASH (achaete-scute homologue) homologiczny
do kompleksu AS-C (achaete-scute) odkrytego u Drosophila (27). Podobne homologiczne
geny odkryto takze u ssakdéw, w tym u najlepiej przebadanej myszy; jednym z nich jest
MASHI1 (mammalian achaete-scute homologue 1) (28). Produktami tego kompleksu sa
czynniki transkrypcyjne zrodziny bHLH (basic helix-loop-helix) (np. Cashl, Cathl,
neurogenina 1 i2), ktére oddziatujac poprzez kolejne czynniki, na przyktad kompleks
E(Spl) (enhancer of split complex) kierunkuja rozwdj komoérek w kierunku uktadu
nerwowego. Jest bardzo prawdopodobne, ze réznicowanie sig pluripotencjalnych komérek
prekursorowych do linii neuralnej zalezne jest w duzym stopniu od oddziatywania
czynnikéw zawartych w macierzy zewnatrzkomoérkowej. Proces taki udalo sig
przeprowadzi¢ in vitro inkubujac takie komoérki w medium zawierajacym jeden ze
zidentyfikowanych sktadnikéw macierzy zewnatrzkomoérkowej (29).

Istnieja takze mechanizmy odpowiadajace za hamowanie rdéznicowania si¢
komoérek w struktury nerwowe. Komorka predestynowana do rozwoju w kierunku uktadu
nerwowego eksponuje na swojej powierzchni ligandy Delta, ktére wiaza si¢ z biatkami
receptorowymi Notch. Szlak przekaznikowy Notch prowadzi do aktywacji biatek
hamujacych transkrypcje kodowanych przez E(spl)-C, ate z kolei bezposrednio hamuja
ekspresje gendéw proneuralnych. Szlak ten najlepiej przebadany u Drosophila posiada
swoje odpowiedniki u wyzszych kregowcow (28). Istnieja réwniez hipotezy zaktadajace,
ze rozw6] cewy nerwowe] zalezy od zahamowania rdznicowania si¢ komorek
epidermalnych, a nie od indukc;ji (30).

Dalsze procesy prowadza do ekspresji wielu genéw, ktéra to ekspresja ma charakter
segmentarny, tzn. w réznych cz¢éciach zarodka ekspresji ulegaja rézne geny. Podobne
rozréznienie dotyczy takze grzbietowej i brzusznej czgsci powstajacej plytki nerwowej,
a w przyszlosci takze samej cewy nerwowej (np. geny SHH czy rodziny Pax). Uwaza sig,
ze SHH (Sonic hedgehog) stymuluje rdéznicowanie si¢ komorek w kierunku typu

wystepujacego po brzusznej stronie rdzenia krggowego, natomiast Pax3 i Pax7 w kierunku
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typu wystgpujacego po grzbietowej stronie rdzenia kregowego (31). Czasteczka SHH
produkowana jest w trakcie rozwoju embrionalnego przez komorki linii srodkowej (strung
grzbietowa 1komdrki pod ptytka nerwowa). W doswiadczeniach na zwierzgtach
wykazano, ze jej rola polega na hamowaniu apoptozy w obrgbie tworzacej si¢ cewy
nerwowej (32). Iniekcja przeciwciat przeciw Shh prowadzita do $mierci licznych komérek
w obrgbie cewy nerwowej, podobny efekt obserwowano w mutacjach eliminujacych
dziatanie Shh. Inna prawdopodobnie istotna w rozwoju cewy nerwowej, czasteczka
Patched (Ptc), bierze udziat w szlaku przekaznikowym Shh.

Waznym elementem jest takze ekspresja poszczegdlnych biatek z rodziny bHLH.
Cashl ulega ekspresji gtdwnie w grzbietowej czgsci cewy nerwowej, a ekspresja ta jest
hamowania przez BMP (31). Neurogenina 1 (Ngnl) i 2 (Ngn2) ulega ekspresji gtéwnie
w komorkach w brzusznej czgsci cewy nerwowej oraz w pasmowatej strefie komorek
w czgsci grzbietowej. Ekspresja Ngnl jest regulowana przez biatka morfogenetyczne koSci
(bone morphogenetic protein — BMP), ktére w matych stezeniach stymuluja, a w duzych
hamuja ekspresj¢ Ngnl. Za zr6znicowanie brzuszno-grzbietowe odpowiada
najprawdopodobniej sama struna grzbietowa, gdyz po jej usunigciu na etapie ptytki
nerwowej w strukturach potozonych brzusznie nie dochodzito do ekspresji markeréw
brzusznych, natomiast wszczepienie dodatkowej struny ektopowo prowadzito do ekspres;ji
markeréw brzusznych w sasiadujacej lokalizacji. Molekuta odpowiadajaca za t¢ indukcj¢
jest najprawdopodobniej Shh (33).

Markerem charakterystycznym dla komoérek ptytki nerwowej i wystgpujacym na
niezr6znicowanych komérkach neuralnych jest SoxI, Sox2, Gbx2 oraz nestyna (nestin)
(29). Ekspresja SoxI utrzymuje si¢ przez caly okres tworzenia cewy nerwowej, natomiast
Gbx2 generalnie zanika utrzymujac si¢ jedynie w regionach tworzacych $srédmézgowie
i tylomdzgowie (29).

W rozwijajacej si¢ cewie nerwowej wyrdznia sig¢ takze charakterystyczny rozktad
markeréw w osi glowowo-ogonowej. Hesx] i Nkx2.2 charakteryzuja stref¢ tworzaca
prawdopodobnie przodomézgowie, HoxBl i Krox20 - poszczegdlne rombomery
tytomézgowia, Hoxa7 — tylna ektoderme i okolicg tutlowia oraz Shh — brzuszna czg$¢ cewy
nerwowej. Enl, En2 1 OtxI ulegaja ekspresji w rozlegtym obszarze przedniej czgsci cewy
nerwowej w czasie jej zamykania oraz w niektorych czgSciach tworzacych nastgpnie
srodmoézgowie. Mashl pojawia si¢ w neuroepithelium przodomoézgowia, srédmézgowia
irdzenia krggowego, Emx2 — w strefie tworzacej przodomézgowie (ok. 8,5 doby od

zaptodnienia). Uwaza sig, ze ekspresja genéw wystepujacych w okreslonych segmentach
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cewy nerwowej zalezna jest od oddziatywania sasiadujacych tkanek takich jak struna
grzbietowa, ektoderma 1itrzewna endoderma (29). Geny Hox (Homeobox) to
filogenetycznie konserwatywna grupa genéw bioracych udzial w rozwoju zarodka,
a w szczegblnoSci w wyznaczaniu polaryzacji glowa-tutéw. Wystepuja w4 klastrach,
utozone sa obok siebie i1ulegaja liniowej ekspresji w zaleznosci od potozenia tkanki
wzgledem osi dlugiej zarodka. Geny Hox wystgpuja w ukladzie segmentarnym takze
w rozwijajacej si¢ cewie nerwowej; mozna Wwytyczyé granice wystgpowania
poszczegbdlnych gendw, jednak obszary ich oddziatywania nakladaja si¢ ze soba (34).
Koduja one specyficzne biatka o typie homeodomen, ktére posiadaja zdolno$¢ wiazania si¢
1 oddzialywania z DNA. Poniewaz posiadaja kilka miejsc promotorowych wrazliwych na
rézne czynniki transkrypcyjne, odpowiadaja za tworzenie niezwykle szerokiej grupy
struktur embrionalnych, w tym uktadu nerwowego. Mimo, ze myszy z mutacjami genéw
Hox wykazuja zaburzenia zamykania si¢ cewy nerwowej, to nie udalo si¢ wykazac
asocjacji ani sprzgzenia markerOw w sasiedztwie genow HOX u cztowieka zryzykiem
wady cewy nerwowej (test TDT) (35).

Jednym z istotnych mechanizméw indukcji neurulacji jest hamowanie sygnatéw
mediowanych przez BMP (36). Taki hamujacy wplyw moze wykazywac¢ wiele czasteczek,
nalezacych migedzy innymi do nadrodziny TGF-f. BMP-2 i BMP-4, réwniez nalezace do
tej nadrodziny, promuja réznicowanie si¢ komorek do tkanki naskérka (27).
Doswiadczalnie wykazano natomiast, ze kazda manipulacja blokujaca sygnaly BMP
prowadzi do neuralizacji ektodermy. Mechanizm takiej blokady moze polega¢ na dziataniu
antagonistow BMP jak réwniez na regulacji transkrypcji. Czasteczkami wywotujacymi
takie dzialanie, zidentyfikowanymi u zab Xenopus sa noggina (noggin), chordyna
(chordin), follistatyna (follistatin), xnr3 oraz cerberus, istnieja réwniez czasteczki
analogiczne u ssakéw. W odniesieniu do opisanego procesu wysunigto hipotezg, ze cala
ektoderma domys$lnie posiada potencjat do rozwoju w kierunku neuroektodermy, lecz
rozwoj ten jest hamowany przez obecno$¢ swoistych inhibitoréw. Zniesienie czynnos$ci
tych inhibitoréw prowadzitoby do neurulacji (33). Stwierdzono takze, ze mutacja genu
jednej ztych czasteczek nie zaburza wczesnego rozwoju uktadu nerwowego (36).
Wiasciwos¢ taka moze odnosi¢ si¢ réwniez do innych czasteczek uczestniczacych
wrozwoju cewy nerwowej 1jeszcze bardziej utrudnia¢ prowadzenie badan
identyfikujacych te czasteczki. Mutacje wyzej wymienionych czastek moga natomiast
uposledza¢ pdzniejsza fazg rozwoju OUN, na przyktad mutacja noggina i chordyna

zaburza rozw0j przodomoézgowia (36). Innymi czasteczkami ulegajacymi ekspresji
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w obrebie ptytki nerwowej 1 blokujacymi ekspresj¢ BMP sa migdzy innymi soxD, xiro,
XBF2 i geminin. Szlak sygnalowy czynnika wzrostu fibroblastéw (fibroblast growth factor
— FGF) i Wnt prawdopodobnie réwniez odgrywa rol¢ w rozwoju uktadu nerwowego;
zablokowanie receptora FGF hamuje blokad¢ BMP i neurulacje (36). FGF-4 produkowany
migdzy innymi przez organizator odpowiedzialny jest za orientacj¢ cewy nerwowej w osi
glowa-tytéw. Powoduje on przyktadowo ekspresje¢ w komérkach markeréw typowych dla
doogonowych odcinkéw rozwijajacego si¢ uktadu nerwowego. FGF-8 z kolei jest jednym
z czynnikéw kierujacych rozwojem struktur tworzacych mézgowie (33). Mutacja genu
Axin kodujacego biatko hamujace przekaznictwo szlaku Wnt réwniez prowadzi do
zaburzen rozwoju cewy nerwowej (37).

Wazna rolg¢ w indukcji neurulacji u wigkszosci zwierzat, w tym niektérych nizszych
ssakow odgrywa tzw. organizator (organizer). U wielu gatunkéw posiada on swoista
nazwe¢ (np. wezet Hensena) 1 odpowiada on gérnej wardze blastoporu. Wiasciwosci swoje
zachowuje on takze po przeszczepieniu, kiedy to powoduje tworzenie si¢ w przylegajace]
ektodermie wzorca charakterystycznego dla cewy nerwowej. Z drugiej jednak strony jego
usunigcie nie hamuje tworzenia si¢ ptytki nerwowej (36). Czynnikiem transkrypcyjnym
ulegajacym ekspresji w organizatorach wszystkich kregowcéw jest HNF3P, uwazany za
marker najbardziej brzusznie potozonej warstwy cewy nerwowej (floor plate). Jednak
zahamowanie jego ekspresji, eliminujace czynno$S¢ wezla (organizatora) nie hamuje
indukcji cewy nerwowej (29). Wezetl jest rowniez bogatym zrédlem kwasu retinowego,
ktory jak opisano ponizej odgrywa bardzo istotna rol¢ w rozwoju zarodka, w tym uktadu
nerwowego. Rola kwasu retinowego polega najprawdopodobniej na aktywacji genéw Hox.

Bialka Pax charakteryzuja si¢ ciekawym rozmieszczeniem przestrzennym
w obrgbie cewy nerwowej. Pax3 w trakcie prawidlowego rozwoju embrionalnego ulega
ekspresji w grzbietowej czesci cewy nerwowej (32). Podobna prawidtowo$¢ dotyczy Pax7,
ktorego ekspresja stymulowana jest oddziatywaniem BMP, natomiast hamowana poprzez
dziatanie SSH (31). Pax6 po raz pierwszy mozna wykry¢ dopiero bezposrednio po
zamknigciu si¢ cewy nerwowej. Ulega ekspresji gtdwnie w czgSciach posrednich cewy
nerwowej (stymulowanej przez male st¢zenie SHH); nie wystepuje w sklepieniu cewy
natomiast w brzusznej czgsci ekspresja jest staba gtéwnie na skutek jej hamowania przez
duze stgzenie SHH (31). Ciekawy jest tutaj wptyw szlaku sygnalowego BMP na stgzenie
Pax6. BMP zmniejsza ekspresje tego biatka w grzbietowych czgsciach cewy nerwowej,
natomiast zwigksza w brzusznej czesci cewy, co moze prowadzi¢ do zaburzenia tworzenia

motoneuronéw (wymagajacych matego stezenia Pax6) (31).
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Kolejna grupa genéw ulegajacych ekspresji w obrgbie zamykajacej si¢ cewy
nerwowej sa geny Msx. Obejmuje ona 3 geny, natomiast wzor ich ekspresji nieco rézni si¢
u zarodka myszy ikury, aczkolwiek wobu przypadkach ulegaja one ekspres;ji
w grzbietowe] oraz posredniej czgsci cewy nerwowej. Niewatpliwie geny te podlegaja
dziataniu BMP, ktére stymuluja ich ekspresje. (31).

Biatka Dbx odpowiedzialne sa za tworzenie niektérych grup neuronéw
wstawkowych. Ich ekspresja ulega aktywacji pod wptywem kwasu retinowego i SHH,
natomiast jest hamowania przez BMP, prawdopodobnie poprzez posrednictwo MsxI (31).

Programowana $mier¢ komorek bierze udzial w morfogenezie neuroepithelium.
W badaniach dos$wiadczalnych apoptoze¢ obserwowano giéwnie w dwoch miejscach: po
grzbietowej stronie w obrgbie laczacych si¢ fatdow nerwowych ipo stronie brzusznej
w bocznych czeéciach ptytki nerwowej. Nadmierna ekspresja genéw antyapoptotycznych
1 zablokowanie genoéw proapoptotycznych zwigkszaty liczbg pewnych populacji komérek
nerwowych, w niektérych przypadkach (zablokowanie Casp3, Casp9 1 Apafl) prowadzac
do cigzkich wad wrodzonych o$rodkowego uktadu nerwowego (32). ApafI jest pierwszym
czynnikiem bioracym udzial w apoptozie wywotanej uwalnianiem z mitochondriéw
cytochromu c. Wywotuje kaskade aktywacji kaspazy 9 i 3 prowadzac do Smierci komorek.
Poniewaz jest to podstawowy szlak apoptozy komoérek progenitorowych uktadu
nerwowego, unieczynnienie ktérego$ z tych biatek prowadzi do nadmiaru tych komoérek
powodujac prawdopodobnie trudnosci w zamykaniu si¢ cewy nerwowej. Jednym z mysich
modeli wad cewy nerwowej jest fenotyp fog. Wykazano niedawno, ze odpowiadajaca za
niego mutacja zlokalizowana jest najprawdopodobniej w genie Apafl, a z cata pewnoScia
zaburza powstawanie czasteczki Apafl (38). Innym czynnikiem dziatajacym
proapoptotycznie jest BMP4 produkowana przez grzbietowa ektoderme i mezoderme
boczna, a jego dziatanie moze by¢ blokowane przez nogging (32). Po zamknigciu si¢ cewy
nerwowej, biatka z rodziny BMP, szczegélnie BMP4 i BMP7 moga by¢ z drugiej strony
odpowiedzialne za indukcjg ekspresji markerow grzbietowej czgsci cewy nerwowej (33).

Oddzielenie po jednej stronie przyosiowej mezodermy od rozwijajacej si¢ cewy
nerwowej prowadzito do nasilonej apoptozy po tej stronie, co wskazuje na znaczenie tych
komérek w rozwoju OUN (32). Moze to mie¢ zwiazek z brakiem stymulacji rozwoju
neurondéw pod nieobecnos¢ struktur w przysztosci unerwianych przez te komorki (migsni).

Kolejnym waznym dowodem na udzial apoptozy w zamykaniu si¢ cewy nerwowej
sa liczne wady cewy nerwowej w obrgbie tylomézgowia u myszy z mutacja bcll0, biatka

bardzo istotnego w regulacji apoptozy (39). U tych myszy stwierdzono bardzo nasilona
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apoptoze w obrgbie neuroepithelium okolicy dysrafii. Niedawno opublikowano informacjg,
ze mutacja genu MEKK4 (MAP kinase kinase kinase 4) prowadzi do wad cewy nerwowej
umyszy. Kodowane przez ten gen biatko bierze udziat w regulacji aktywnos$ci kinaz
MAPK, a przy braku ekspresji MEKK4 dochodzi do nasilonej apoptozy w obrebie
tworzacej si¢ cewy nerwowej (40). Jak wida¢ zatem, do dysrafii moze prowadzi¢ zar6wno
nadmierna apoptoza jak i jej zahamowanie.

Tworzenie  si¢  struktur  uktadu  nerwowego  wymaga  oddzialywan
miedzykomérkowych. Biora w nich udziat r6znorodne molekuty adhezyjne. Poczatkowo
jest to E-kadheryna, ktéra nastgpnie ustgpuje miejsca N-kadherynie uczestniczacej
w zamykaniu si¢ cewy nerwowej. Kolejna molekuta adhezyjna w rozwijajacym sig
uktadzie nerwowym jest NCAM (27,29). Ulega ona ekspresji w $cisle okreslonym okresie
neurulacji i podlega regulacji Hox3.1 i Pax3 (25). U zab Xenopus, w zarodkach ptasich
oraz by¢ moze u wyzszych krggowcow istotng rol¢ pelnig takze receptory zrodziny
integryn, wiazace si¢ zligandami zrodziny laminin. Ulegaja one ekspresji w trakcie
neurulacji poczatkowo w szerokim obszarze rozwijajacej si¢ neuroektodermy, a nast¢pnie
w dogltowowej czgéci cewy nerwowej i w strunie grzbietowej. Jej obecnos¢ wykazano
takze w innych strukturach, w ktérych rozwoju dochodzi do migracji komdrek w obrgbie
uktadu nerwowego 1 moczowego. Podanie nukleotydow antysensownych blokujacych gen
integryny w duzym odsetku hamuje neurulacje, a w znacznej wigkszosci zarodkéw
powoduje rézne wady rozwojowe. Zaburzenie ekspresji integryny prowadzi do
uposledzonego przylegania komoérek neuroektodermy do bogatej w lamining btony
podstawnej (41).

Formowanie cewy nerwowej wymaga ruchu komorek, zar6wno biernego, pod
wplywem przemieszczajacych si¢ komoérek sasiednich, jak i czynnego w nastgpstwie pracy
biatek cytoszkieletu. Zmiana ksztattu komodrek zachodzi dzigki biatkom cytoszkieletu
takim jak aktyna, miozyna (42) i wimentyna (27). Bardzo istotne sa takze polaczenia
pomigdzy komodrkami nablonkowymi plytki nerwowej (42). Kolejnym elementem
niezbednym do zmiany ksztattu komorki sa biatka tworzace krzyzowe wiazania z aktyna,
na przyktad MARCKS (Myristoylated Alanine-Rich C Kinase Substrate) i MacMARCKS.
U ptasich zarodk6w wykazano, ze w trakcie tworzenia si¢ faldow i1 zamykania si¢ cewy
nerwowej, w wierzchotkowej strefie komorek nabtonka ptytki nerwowej dochodzi do
kumulacji zaréwno aktyny jak i MARCKS. Unieczynnienie tego biatka prowadzi jednak
do dysrafii jedynie w 25% przypadkéw, natomiast u 100% zarodkéw unieczynnienie

MacMARCKS prowadzi do bezmdzgowia. Okazuje si¢ rowniez, ze wylaczenie czynnosci
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(knock-out) genu aktyny prowadzi do zaburzen zamykania si¢ cewy nerwowej w czgsci
glowowej nie wplywajac natomiast na odcinek w obrgbie tutowia (42). Podkresla to
dodatkowo odmienno$¢ mechanizméw powstawania dysrafii w ré6znych jej odcinkach.
Wady cewy nerwowej wystepuja takze u myszy pozbawionych aktywno$ci syntazy
skwalenowej bioracej udzial w syntezie cholesterolu, ktéry wchodzi przeciez w sktad bton
komoérkowych. Brak cholesterolu moze zaburza¢ interakcje pomigdzy blonami i biatkami
btonowymi (42). Funkcjonowanie elementéw cytoszkieletu zalezy od wpltywow
srodowiskowych. Wykazano, ze inkubacja zarodkéw w Srodowisku pozbawionym
metioniny prowadzi do dysrafii oraz zaburzen tworzenia si¢ oczu. W przypadkach tych
zaobserwowano niedostateczng metylacj¢ niektorych elementéw cytoszkieletu, w tym
aktyny oraz zaburzony rozktad tych biatek w komorce (42).

Ostatnio sugeruje sig¢, ze za czg$¢ przypadkdw wad cewy nerwowej moga
odpowiada¢  zaburzenia  oddzialywania  parakrynnego pomigdzy  komorkami,
doprowadzajace do zaburzenia indukcji niezbednej do réznicowania si¢ tkanek. Zamykanie
cewy nerwowej niewatpliwie wymaga przemieszczania si¢ komorek, zatem zmiany moga
takze dotyczy¢ elementéw macierzy migdzykomdrkowej oraz biatek odpowiedzialnych za
przyleganie komoérek do tych elementéw. Komorki zdolne sa zmienia¢ swoj ksztatt
1 potozenie dzigki elementom cytoszkieletu. Niezbedna jest dodatkowo obecno$¢ czynnika
stymulujacego migracj¢ 1 kierunkujacego jej tor. Uwaza sig¢, ze bardzo istotna rolg
odgrywaja tu elementy migedzykomérkowe, aczkolwiek szlak migracji moze by¢
wytyczany takze przez inne przylegajace komorki (43). Jednym z podstawowych
mediatoréow kontaktow migdzykomoérkowych jest czynnik martwicy guza alfa (tumor
necrosis factor & - TNF @).

Kerszberg i Changeux stworzyli interesujacy komputerowy model tworzenia sig
cewy nerwowej. Przedstawili hipotetyczny proces uwzgledniajacy rézne elementy
morfogenezy na poziomie genetycznym, molekularnym i cytologicznym. Prawidiowe
zamknigcie si¢ cewy nerwowej wymaga dopasowania wielu proceséw: zmiany rozmiarOw
1 ksztatltow komorek, podzialéw komoérkowych. Mutacja genéw odpowiadajacych za te
procesy moze zaburza¢ tworzenie si¢ cewy nerwowej w réznych mechanizmach. Mutacja
Pax3 przyktadowo wpltywa na tempo podzialéw mitotycznych, a mutacja null HES-1
[odpowiednik E(spl) u myszy] prowadzi do nadmiaru pierwotnej tkanki nerwowej. Na
skutek niedopasowania do pozostatych sktadowych neurulacji, proces zamykania cewy

nerwowej moze w takich przypadkach ulega¢ zaktoceniu (27).
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Podsumowujac, aby doszio do powstania wady cewy nerwowej zaburzeniu musi
ulec jeden z procesOw bioracych udziat w tworzeniu cewy:

1. proliferacja komérek

2. zmiana ksztattu rozwijajacej si¢ neuroektodermy

3. rozwdj naczyh zaopatrujacych tworzace sig struktury nerwowe

Wady cewy nerwowej mozna podzieli¢ na trzy duze grupy okreslajace cigzkos¢
oraz lokalizacj¢ wady. Moga charakteryzowac si¢ takze odmienna patogeneza z uwagi na
rézne pochodzenie embrionalne struktur odpowiedzialnych za powstanie wady.

Pierwsza duza grupa sa wady otwarte obejmujace: bezmézgowie (anencephalia),
przepukling oponowo-rdzeniowa (myelomeningocoele) oraz craniorhachischisis. U ich
podstawy lezy zaburzenie samego procesu neurulacji — zamykania si¢ cewy nerwowe;j.
Wady te zlokalizowane sa w jednym z 5 miejsc zamykania si¢ cewy nerwowej, cho¢
rowniez modele zakladajace mniejsza liczb¢ miejsc zamknigcia dobrze tlumacza
lokalizacje wad.

Druga grupg stanowia wady zamknigte o charakterze przepuklin obejmujace:
przepukling mézgowa (encephalocoele) oraz przepukling oponowa (meningocoele). Uwaza
sig, ze za jej powstanie odpowiedzialne sa defekty tworzenia kostnej ostony OUN.
Struktury kostne moézgoczaszki tworza si¢ gtdwnie z komdrek grzebieni nerwowych,
natomiast krggostupa — z grzbietowej czgsci mezodermy okotoosiowe;.

Trzecia grupa to wady zamknigte obejmujace: utajony rozszczep kr¢gostupa (spina
bifida occulta), rozszczep rdzenia (diastematomyelia) oraz zakotwiczony rdzen krggowy
(tethered cord). Za ich powstanie prawdopodobnie odpowiadaja defekty wtérnej neurulacji
(13).

Liczba genéw, ktére ulegaja ekspresji w trakcie neurulacji jest bardzo duza
1 potencjalnie ich mutacje moga prowadzi¢ do powstania wady. Naleza do nich geny
uczestniczace w proliferacji i apoptozie komorek, przyleganiu komérek, rozwoju naczyn,
mitozie, regulacji czynnos$ci aktyny, metylacji de novo, indukcji ptytki nerwowej lub
okreslaniu przeznaczenia komorek.

Bardzo ciekawym odkryciem, ktére moze rzuci¢ zupetnie nowe Swiatto na nasza
wiedz¢ dotyczaca patogenezy wad cewy nerwowej oraz uzasadni¢ dalsze préby terapii
prenatalnej jest zjawisko dalszego r6znicowania si¢ i dojrzewania tkanki ptytki nerwowe;j

pomimo obecno$ci wady, co moze $wiadczy¢ o tym, ze cigzkie zaburzenia czynnosci
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wynikaja nie tylko z niezamknigcia si¢ cewy nerwowej, ale réwniez ze szkodliwego

oddziatywania srodowiska na eksponowang tkankg (44).

1.3. Zwierz¢ce modele wad cewy nerwowej

Patogenezg wielu choréb udato si¢ pozna¢ dzigki badaniom odpowiadajacych im
modeli zwierzecych. Najlepiej poznano modele dysrafii u myszy. Opisano ich okoto 60,
przy czym w wigkszosci przypadkow rozwija si¢ egzencefalia (odpowiednik bezmézgowia
u cztowieka) (25). Mozna je podzieli¢ na kilka grup zaleznie od zmutowanego genu. Do
jednej mozna zaliczy¢ modele reagujace na suplementacj¢ pewnymi substancjami u matki
(kwas foliowy, inozytol, metionina). Kolejne to mutacje polegajace na inaktywacji genéw
uczestniczacych w regulacji mitozy i czynnosci aktyny oraz genéw odpowiadajacych za
metylacje de novo. Naleza do nich czynniki transkrypcyjne, koaktywatory transkrypcji,
receptory powierzchniowe komdrki/blonowe, biatka sygnalowe oraz uczestniczace
w przekazywaniu sygnatow (45). Te ostatnie odpowiadaja za wigkszos¢ modeli wad cewy
nerwowej, w ktérych udato si¢ zidentyfikowa¢ odpowiedzialny gen (46). Jednak niewiele
mysich modeli odpowiada izolowanym wadom cewy nerwowej u czlowieka. Chodzi
miedzy innymi o to, ze model taki musi charakteryzowac¢ si¢ ztozonym mechanizmem
dziedziczenia, podobnie jak u czltowieka. Modelami takimi sa na przyklad mutacje
SELH/Bc, Abl/Arg i Mena/Profilinl (25). W tym miejscu nalezy jednak opisa¢ najlepiej
przebadane modele, ktérych istota wazna jest dla zalozenia niniejszej pracy. Nie jest to
oczywiscie lista wyczerpujaca.

Jednym z mysich modeli dysrafii osrodkowego ukltadu nerwowego jest brachyury
(gen T). Brachyury ulega ekspresji na wczesnym etapie embriogenezy bedac markerem
nowo tworzacej si¢ mezodermy, natomiast generalnie nie stwierdza si¢ go w obrgbie
komoérek linii nerwowej (29). Istnieja przypuszczenia, ze gen ten jest obiektem dziatania
szlaku przekaznikowego Wnt (26). Jest prawdopodobnie indukowany przez aktywing A
morfogenu oraz czynnik wzrostu fibroblastow (47). Zarodki homozygotyczne pod
wzgledem mutacji w obrgbie genu T obumieraja wewnatrzmacicznie, demonstrujac
powazne wady wrodzone w obrgbie struktur wywodzacych si¢ z mezodermy. Myszy
heterozygotyczne maja krotkie ogony, wady rozwojowe krggostupa, cewy nerwowej
(gtéwnie opdznienie lub brak zamknigcia jej dystalnej czgSci) 1ijelita w odcinku
doogonowym oraz malformacje kregdw odcinka krzyzowego. Brachyury koduje biatko

wiazace si¢ z DNA (charakteryzuje si¢ swoista domena wiazaca DNA — T-box) pelniace
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funkcje aktywatora transkrypcji (14). Badania sugeruja, ze biatko T uczestniczy w kontroli
migracji komérek mezodermalnych (26). Struktura genu T jest bardzo konserwatywna.
Zidentyfikowano oraz sklonowano gen homologiczny do brachyury u licznych zwierzat,
atakze u cztowieka (48). Stwierdzono, ze jest on bardzo istotny dla rozwoju struktur
mezodermalnych oraz réznicowania struktur struny grzbietowej (47). U cztowieka
zlokalizowany jest on w regionie 6q27, sasiaduje zatem z kompleksem antygenow
zgodnosci tkankowej (podobnie jak u myszy) (48). Ciekawe jest wspotdziatanie pewnych
haplotypéw kompleksu T umyszy (zawierajacego geny MHC) oraz mutacji genu T,
w wyniku ktérej powstaja rézne fenotypowe warianty rozwoju okolicy ogonowe;.
Niewatpliwie liczba mozliwych wariantéw tego genu jest duza, natomiast szczegétowym
badaniom poddano polimorfizm TIVS;C (T/C) (w siédmym intronie genu), stwierdzajac
czestsze wystegpowanie homozygot CC u dzieci z wada cewy nerwowej (14). W obregbie
domeny tego biatka wiazacej DNA opisano kolejny wariant Aspl177Gly wptywajacy na
stabilnos¢ wiazania homodimeru T z DNA. Stwierdzono, ze wariant C polimorfizmu
czesciej wspotistnieje z wariantem Gly177, jednak znaczenie tego faktu dla ryzyka
rozwoju wady cewy nerwowej pozostaje niewyjasnione. Uwaza si¢ wrgcz, ze mutacje
w obrgbie tego genu moga odpowiadac jedynie za niewielki odsetek wszystkich takich wad
(14), przede wszystkim wad wystgpujacych rodzinnie (48). Istnieja jednak sugestie, ze
efekt tej mutacji moze podlega¢ modulacji srodowiskowej (49). Poniewaz gen T polozony
jest bardzo blisko kompleksu MHC zar6wno u myszy jak i ucztowieka, wysunigto
hipotezg, ze geny zgodnosci tkankowej moga mie¢ udzial w rozwoju dysrafii. Badania nad
asocjacja HLA z wadami cewy nerwowej przeprowadzito wielu badaczy, jednak nie udato
si¢ ustali¢ jednoznacznie takiej asocjacji.

Istotnym modelem wad cewy nerwowej jest mysi model curly tail (ct). Jest on
zalezny od giéwnego genu zlokalizowanego na mysim chromosomie 4 oraz kilku genéw
modyfikujacych na innych chromosomach (50), w tym na chromosomie 17 (51), na ktérym
umyszy zlokalizowane sa réwniez geny MHC. U myszy homozygotycznych pod
wzgledem ct wada cewy nerwowej rozwija si¢ w 54% przypadkéw na skutek opdznienia
zamknigcia si¢ tylnego otworu nerwowego, zatem znaczna wigkszo$¢ wad to dysrafia
dystalnego odcinka (52). Model ten cechuje si¢ takze zaleznoscia lokalizacji wady od pici.
Mianowicie u ptodéw pici zenskiej czgsciej obserwuje si¢ egzencefalig, a u ptodéw pitci
meskiej — dysrafie dystalnej czesci (53). Wady cewy nerwowej u tych myszy cechuja si¢
duza zaleznos$cia od czynnikéw srodowiskowych, w tym podawanych lekéw, hipertermii,

ale mozna im w 50% zapobiec podajac okoto 10 dni po zaptodnieniu kwas retinowy
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w odpowiedniej dawce lub substancj¢ witaminopodobna — mioinozytol. Curly tail jest
natomiast modelem opornym na ochronne dziatanie kwasu foliowego. Paradoksalne jest,
ze podanie kwasu retinowego w duzych dawkach (zwlaszcza wcze$niej, np. okoto 8,5
dnia) prowokuje powstanie licznych wad wrodzonych, w tym dysrafii, cho¢ zwykle
ograniczonej do egzencefalii (53). Kwas retinowy wywiera swoje dzialanie przez swoiste
receptory RAR. Istnieja 3 typy tych receptoréw: a, B i7y. Wykazano, ze RARY ulega
ekspresji przed zamknigciem si¢ tylnego otworu nerwowego i wlasciwie wylacznie
w doogonowej czesci zarodka, a zanika po zakonczeniu neurulacji, natomiast RARP ulega
ekspresji w neuroepitelium dopiero po zamknig¢ciu si¢ cewy nerwowej, w bardziej
dogtowowych i potozonych brzusznie regionach. Prawdopodobnie nie odgrywa roli
w samej neurulacji, lecz bierze udzial w dojrzewaniu neuroblastéw na dalszym etapie
rozwoju OUN (52). Zauwazono, ze uhomozygot ct/ct, u ktérych w dalszym rozwoju
pojawia si¢ dysrafia, dochodzi do przestrzennego i ilosSciowego zaburzenia ekspresji obu
tych receptorow. Interesujace jest takze, ze u homozygot ct/ct, ktére w dalszym etapie
rozwijaja si¢ prawidtowo, takich zaburzen dystrybucji tych receptoréw nie obserwuje sig.
Dodatkowo potwierdza to wieloczynnikowa etiologi¢ dysrafii, poniewaz pomimo mutacji
jednego z modelowych genéw, do wady dochodzi tylko w pewnej czgsci przypadkow.
Stwierdzono, ze podanie w odpowiednim czasie kwasu retinowego powoduje
przywrocenie  wlasciwej  ekspresji  opisanych  receptoréw, przyczyniajac  si¢
prawdopodobnie do przywrécenia prawidlowego rozwoju cewy nerwowe] (52).
Zastanawiajaca jest rola samego receptora, gdyz u mutantéw pozbawionych RARYy
dochodzi jedynie do tagodnych defektow kregdéw bez cech dysrafii. Co ciekawsze, mutanty
te narazone na teratogenne dawki kwasu retinowego nie rozwijaja dysrafii. Wskazuje to na
jeszcze jeden patomechanizm zaburzen neurulacji. Pomimo, ze inaktywacja jednego
z typow receptorow RAR nie powoduje cigzkiej wady wrodzonej, to zaburzenie dotyczace
wszystkich typéw RAR jednoczesnie u jednego zarodka prowadzi do zespotu cigzkich wad
wrodzonych, obejmujacego m.in. rozleglta wadg cewy nerwowej oraz zaburzenia kregéw.
Konfiguracja taka przypomina zespét wad wystepujacy w cigzkim niedoborze witaminy A
(prekursora kwasu retinowego) u matki (13). Préby oceny wplywu spozycia mioinozytolu
u cztowieka na czgsto§¢ wad cewy nerwowej nie przyniosty przekonujacych dowodow.
W badaniach retrospektywnych wysunigto podejrzenie, ze spozycie mniejsze niz zalecane
u kobiet w ciazy moze wiazac si¢ z niewielkim ryzykiem wystapienia bezmédzgowia (54),

Groenen i wsp. wysungli teorig, Zze zmniejszone stgzenie mioinozytolu w surowicy matki
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rowniez moze by¢ czynnikiem ryzyka dysrafii (55). Kwas retinowy zaburza takze szlak
sygnatowy Wnt3a odpowiadajacy za rdéznicowanie si¢ 1 migracj¢ komoérek mezodermy
(26). Mutacja genu dla biatka Cyp26al cytochromu 450 hamuje metabolizm kwasu
retinowego prowadzac do jego kumulacji i wad wrodzonych, w tym wad cewy nerwowej
(56). Van Straaten i wsp., autorzy ostatniego cytowanego artykutu, przedstawili inna
teorig, wedtug ktorej mutacja wigze si¢ z nieprawidlowym osiowym wygigciem zarodka.
Ustalili takze, ze mechaniczne wygigcie zarodka powoduje op6znienie zamykania si¢
otworu nerwowego (57).

Bent tail to zkolei model mysi zalezny od gendéw zlokalizowanych na
chromosomie X. Nie poznano dokladnie genu odpowiadajacego za wystgpowanie wad
cewy nerwowej. Sugeruje si¢, ze moze to by¢ gen kodujacy Zic3, czynnik transkrypcyjny
o budowie palcéw cynkowych. Czynnik ten jest jednym z pierwszych czynnikéw
uwalnianych w zarodkach po eliminacji blokady neurulacji powodowanej przez BMP4.
Myszy obciazone ta mutacja charakteryzuja si¢ krotkim ogonem zagigtym
charakterystycznie w jednym lub kilku miejscach, co spowodowane jest nieprawidtowym
rozwojem krggéw. Ciekawy jest sposob dziedziczenia wady. Mianowicie ma on charakter
dominujacy, lecz z niepelna penetracja u osobnikéw zenskich. Homologiczna mutacja
u cztowieka genu ZIC3 powoduje wystgpowanie zespotu wad wrodzonych polegajacych
przede wszystkim na zaburzeniu prawo-lewej symetrii, wsréd ktérych moga réwniez
wystapi¢ wady cewy nerwowej okolicy ledzwiowo-krzyzowej (46). Réwniez wsrdd ludzi
opisano rodziny, w ktérych wady cewy nerwowej dziedzicza si¢ w spos6b odpowiadajacy
dziedziczeniu sprzgzonemu z chromosomem X (58,59).

Bardzo waznym i powszechnie znanym modelem mysim jest Splotch wywotlany
mutacja w obrgbie genu Pax3. Cata klasa genéw PAX koduje bardzo konserwatywne
czynniki transkrypcyjne, bardzo wazne w rozwoju embrionalnym. Mutacji tej u cztowieka
odpowiada zesp6t Waardenburga typu 1, ktéry nie zawiera w swoim obrazie klinicznym
dysrafii. Poza sporadycznymi przypadkami, uczltowieka nie wykazano, by mutacja
ktoregokolwiek z genéw PAX wywotywata wadg cewy nerwowej (60). Model ten jest
o tyle istotny, ze podawanie kwasu foliowego zapobiega wadom cewy nerwowej u duzego
odsetka myszy Splotch, natomiast defekt nasilany jest podawaniem metioniny (13).

Loop tail to szczep myszy charakteryzujacy si¢ mutacja w obrgbie pierwszego
chromosomu o pétdominujacym sposobie dziedziczenia. Heterozygotyczne myszy
charakteryzuja si¢ charakterystycznie zapgtlonym ogonem, natomiast uhomozygot

wystgpuja wady cewy nerwowej okolicy tylomdézgowia i sasiadujacych segmentéw
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kregostupa. Kibar i wsp. opisali biatko Ltap, ktére pojawia si¢ juz na etapie indukcji
neuroektodermy. Opisali réwniez polimorfizmy wystgpujace umyszy Loop tail.
Przypuszcza sig, ze bialko to tworzy kompleksy sygnatowe niezbedne do prawidtowe;]
neurulacji (61). Do podobnych wnioskéw doszli niezaleznie Murdoch i wsp. nazywajac to
biatko Lppl (62). Bialko to wuczestniczy prawdopodobnie w polaryzacji komorek
neuroepitelialnych (63).

Plytkopochodny czynnik wzrostowy (platelet-derived growth factor - PDGF)
bierze udzial w rozwoju i réznicowaniu osrodkowego uktadu nerwowego (64). Opisano
mysi model wady cewy nerwowej Patch, w ktérym dochodzi do mutacji receptora dla
PDGF (PDGFRA) (65). Zwiazany jest on réwniez z genem Paxl, ktérego mutacje
zaburzaja aktywacj¢ promotora PDGFRA (66). Joosten i wsp. Zidentyfikowali w obr¢bie
promotora genu dla PDGFRA kilka polimorfizméw, ktére utozone w swoiste haplotypy
wykazuja asocjacjg z wadami cewy nerwowej u cztowieka (66).

Kolejnym opisanym modelem mysim jest mutacja genu F52, biatka bedacego
ligandem dla kinazy biatkowej C (podobnie jak MARCKS), ulegajacego bogatej ekspresji
w obrgbie neuroektodermy, atakze w wielu innych narzadach. Wady cewy nerwowe;j
wystapity u 60% homozygot (wigkszos$¢ to egzencefalia) i co ciekawe, nie towarzysza im
inne wady wrodzone. (67).

Mniej znany model dysrafii dotyczy mutantéw myszy znanych jako axial defects
(Axd). Model jest otyle istotny, ze rowniez podlega wplywom Srodowiskowym,
mianowicie podawanie metioniny zapobiega wystapieniu wady cewy nerwowej (25).

Pomimo réznorodnych modeli u myszy, u ktérych wigkszos¢ wad dotyczy czegsci
moézgowej, w wigkszosci przypadkéw nie udalo si¢ wykaza¢ asocjacji analogicznych

genow u czlowieka z wadami cewy nerwowej (68).

1.4. Budowa i rola MHC

Historia badan nad gléwnym uktadem zgodnosci tkankowej (Major
Histocompatibility Complex — MHC) sigga konca lat trzydziestych, kiedy Peter Gorer
wysunal  hipotez¢ dotyczaca przyczyny odrzucania przeszczepdw U myszy.
Zapoczatkowato to seri¢ odkry¢ nad interakcjami migdzykomoérkowymi, w ktorych
posrednicza MHC réznych klas. HLA (Human Leukocyte Antigen), czyli ludzki MHC
opisano pod koniec lat 50. XX wieku (69). Izolacja biatek antygenéw i opisanie ich

struktury to przetom lat 70. i 80. ubieglego wieku. Koniec lat 80. przynidst opis struktur
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w obrgbie antygenéw zgodnosci tkankowej, ktére odpowiadaty za wigzanie odpowiednich
peptydow. (70).

W sktad kompleksu MHC wchodza 3 klasy gendéw: I, II, III. Klasa III obejmuje
liczne geny m.in. HSP70, sktadnikow dopetniacza C4A, C4B, C2, czynnika B (BF)
i 21-hydroksylazy (CYP21), atakze TNFa. HLA to czasteczki obecne na réznych
komoérkach ustroju. HLA typu Iwystepuja praktycznie na wszystkich komoérkach
jadrzastych. HLA typu II wystgpuja natomiast przede wszystkim na komodrkach
pochodzenia szpikowego. Czasteczki te niewatpliwie biora wudzial w licznych
oddziatywaniach miedzykomdrkowych. Uczestnicza przede wszystkim w prezentacji
antygenéw innym komoérkom uktadu odpornosciowego, czyli identyfikacji tych
antygenéw. W przypadku gdy jest to antygen, na ktéry uktad odpornosciowy jest
,wuczulony”, dochodzi do wyzwolenia odpowiedzi immunologicznej. Z drugiej strony
jednak wykazano, ze HLA klasy I moga oddziatywa¢ z komérkami NK zapobiegajac
ewentualnej lizie komorki (71).

Antygeny HLA typu II dzieli si¢ na HLA-DR, HLA-DQ i HLA-DP. Gen DRBI1
posiada najwigksza liczbe alleli sposrdd wszystkich gendw zgodnosci tkankowej klasy 11
(72), zatem potencjalnie moze oddziatywac z najwigksza liczba rozmaitych antygenéw,
przez co jego rola wydaje si¢ najwigksza. Za zmienno$¢ alleliczna odpowiada polimorfizm
w obrgbie drugiego eksonu kodujacego domeng zewnatrzkomérkowa (73). Jak wazna jest
rola tego antygenu ilustruje rowniez fakt, ze typowanie HLA-DR jest niezbedne przy
dobieraniu dawcow przeszczepdéw narzadowych.

Antygeny MHC Kklasy II wystepuja przede wszystkim na komoérkach nalezacych do
szeroko pojmowanego uktadu odpornosciowego, migdzy innymi na limfocytach B,
makrofagach, monocytach, komdrkach  dendrytycznych oraz  aktywowanych
limfocytach T. W szczegbélnych okolicznosciach MCH klasy II moga pojawi¢ si¢ na
innych komérkach organizmu pod wptywem interferonu vy (74). Ich gléwna rola polega na
wiazaniu czasteczek biatkowych, anastgpnie na prezentowaniu ich pomocniczym
limfocytom T. Ich czasteczka ma budowe heterodimeru isktada si¢ z dwoch
polimorficznych podjednostek o (33 kDa) oraz B (29 kDa) potaczonych wigzaniami
niekowalencyjnymi. Obie podjednostki sa zakotwiczone w blonie komdrkowej, przy czym
kazda z nich zawiera dwie domeny zewnatrzkomérkowe (o i0p, Bi iB2), po jednej
domenie przezbtonowej i po jednej domenie wewnatrzkomérkowej. Domeny o i P sa

strukturalnie bardzo podobne do zewnatrzkomérkowych domen MHC 1 klasy, natomiast
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domeny o, B, wykazuja strukturalng homologi¢ z czasteczkami z nadrodziny
immunoglobulin. Z czynnoSciowego punktu widzenia najwazniejszymi elementami HLA
I klasy jest miejsce wiazania peptydu oraz miejsce odpowiedzialne za interakcje
z receptorem limfocyta T (T cell receptor - TCR). To pierwsze ma postaé rowka
obwarowanego dwoma tancuchami biatkowymi o konformacji helisy o, ktérego dno
tworzy 8 tancuchéw o konformacji arkusza 3. Rowek ten stuzy do prezentacji peptydéw,
ktore wiaza si¢ z czasteczka MHC licznymi wiazaniami wodorowymi, elektrostatycznymi
i sitami van der Waalsa. Lancuch a kodowany jest przez geny DRA1, natomiast tancuch 3
przez geny DRB1. W sasiedztwie tych gendw znajduja si¢ rowniez geny DRB3, DRB4
1 DRB5 oraz tak zwane geny rzekome, jednak nie odgrywaja one istotnej roli
w determinowaniu serologicznego typu antygenu zgodno$ci tkankowej; koduja one
odpowiednio antygeny DR52, DR53 i DR51. Peptydy prezentowane przez MHC klasy II
pochodza z endosoméw i moga charakteryzowac si¢ rézna dtugoscia (w przeciwienstwie
do prezentowanych przez MHC klasy I).

Polimorfizm antygenéw zgodnosci tkankowej warunkuje r6zna odpowiedz
organizméw na te same biatka, co zalezne jest od sposobu prezentacji danego biatka
w konteks$cie antygenu MHC. Wiasnie ta réznica w sposobie prezentacji réznych biatek
moze by¢ odpowiedzialna za sktonnos$¢ posiadaczy pewnych allotypéw HLA do réznych
choréb. Geny dla poszczegdlnych wariantéw allelicznych HLA ulegaja ekspresji w sposob
kodominujacy. O ile w przypadku MHC klasy I polimorfizm wykazuje tylko tancuch o
(moga tworzy¢ si¢ tylko dwie kombinacje tancuchéw), o tyle w klasie II oba tancuchy sa
polimorficzne, zatem mozliwe sa cztery kombinacje. Posrdéd czasteczek klasy 11, HLA-DR
stanowia pewien wyjatek, poniewaz locus DRA1 kodujacy tancuch o praktycznie nie
wykazuje polimorfizmu, zatem polimorfizm tych czasteczek zalezny jest wylacznie od
tancucha [ (a konkretnie od domeny B2). Réwniez tancuch B odpowiada za typ
serologiczny czasteczki HLA klasy II Gen DRB1 koduje wysoce polimorficzny tancuch 3
odpowiedzialny za gtéwne typy serologiczne HLA klasy II, natomiast DRB3, DRB4
i1 DRB5 odpowiadaja za kodowanie odpowiednio DR52, DR53 i DR51 (69). Dotychczas
opisano ponad 350 r6znych alleli i stale opisywane sa nowe (75).

Istnieje wiele hipotez probujacych ustali¢ przyczyny tak duzej réznorodnosci
gendw MHC. Niewatpliwie byly one nastgpstwem jakich§ mutacji, ktérych skutki jak
zawsze moga by¢ pozytywne lub negatywne. Faktem jest na przyktad wzglednie rzadkie

wystgpowanie homozygot. Selekcja oséb pod katem allelu MHC moze mie¢ miejsce juz
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w zyciu plodowym, dzigki interakcjom pomigdzy matka a ptodem. Prowadzi to na
przyktad do zwigkszonej czgstosci poronien, jezeli matka i dziecko posiadaja wigcej niz
jeden wspdlny antygen HLA. Kolejnym czynnikiem jest lepsza odporno$¢ nosicieli
niektérych alleli MHC na niektére zakazenia, na przyktad malarig. Osoby homozygotyczne
z zalozenia moga cechowac si¢ gorsza odpornoscia na niektére zakazenia. U niektérych
zwierzat, na przykitad u myszy, zaobserwowano dobor partnera zaleznie od MHC, jednak
zjawiska tego nie potwierdzono u cztowieka (76).

W modelu mysim, antygeny zgodnos$ci tkankowej potozone sa blisko genu T,
ktérego mutacja odpowiada za powstawanie jednego z modeli genetycznych wad cewy
nerwowej. W poszukiwaniu homologu tego genu, lub genu z nim sprz¢zonego, nalezy
niewatpliwie uwzgledni¢ geny kodujace HLA. Przeprowadzono juz badania asocjacji
niektérych form HLA typul zwadami cewy nerwowej, natomiast nadal nie
przeprowadzono badan oceniajacych asocjacj¢ z HLA typu II. Kontynuacja badan nad
asocjacja HLA =zwada cewy nerwowe] jest wskazana mimo braku podloza
immunologicznego zuwagi na mozliwo$¢ sprzgzenia z genem  rzeczywiscie
odpowiedzialnym za powstawanie tej wady, a zwlaszcza wobec bliskos$ci kompleksu MHC
1genu T. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze samo wykazanie asocjacji nie Swiadczy
o rzeczywistym przyczynowo-skutkowym jej charakterze. Pod tym wzgledem wigksza
moc ma wykazanie znaczenia haplotypu zawierajacego markery wykazujace asocjacjg

z choroba (77).

1.5. Budowa i rola TNF a w stanach fizjologicznych i patologicznych

Czynnik martwicy guza alfa (fumor necrosis factor a. — TNFa) posrednio znany jest
ludzkosci od drugiej potowy XIX wieku, cho¢ nie od poczatku wiedziano, czemu
przypisywa¢ wywotywane przez niego dziatania. Pierwszym przejawem jego obecnosci
byly ,,samoistne” remisje nowotworéw ztosliwych pod wptywem zakazenia bakteryjnego.
Doprowadzito do stworzenia tzw. toksyny Coleya. Coley, chirurg praktykujacy w Nowym
Jorku na przetomie XIX i XX wieku, zakazal swoich chorujacych na nowotwér pacjentéw
zywymi bakteriami (wywotywat unich r6z¢). Byl to jeden z pierwszych w historii
medycyny przypadkéw zastosowania nieswoistej szczepionki; jej skutecznos$¢ wiaze sig
prawdopodobnie z indukowaniem wielowaznej odpowiedzi immunologicznej zwiazanej ze
stymulacja produkcji oraz uwalniania wielu cytokin, z ktérych giéwna role¢ w dziataniu

przeciwnowotworowym przypisywano wtasnie TNFa. Aktywno$¢ samego TNFa wykazali
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w 1975 roku Lloyd OId i wsp. (78), stwierdzajac, ze odpowiedzialny on jest za pojawienie
si¢ martwicy krwotocznej guzéw nowotworowych. Niezaleznie odkryto substancjg
wywotlujaca kacheksje w przebiegu przewlektych choréb, ale dopiero w 1985 roku
potwierdzono tozsamos$¢ czynnika martwicy nowotwordéw i kachektyny; w tym samym
roku sklonowano gen dla TNFa (79).

Gen TNFa zlokalizowany jest na krétkim ramieniu chromosomu 6 w sasiedztwie
gendow dla antygendéw gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej. Zawiera cztery eksony i trzy
introny (80). Translacia mRNA genu dla ludzkiego TNFo. prowadzi do powstania
233-aminokwasowego polipeptydu zwiazanego z blona komodrkowa, ktéry w wyniku
usuni¢cia hydrofobowej sekwencji w przebiegu potranslacyjnej obrébki bialek uwalnia
157-aminokwasowy polipeptyd o masie 17 kD (81). Prekursor TNFa to przezblonowe
biatko, ktére nastgpnie na skutek dziatania metaloproteaz (tzw. enzym konwertujacy TNFo
— TNF alpha converting enzyme — TACE) jest uwalniane do srodowiska (82). Aktywny
biologicznie TNFo wystgpuje w formie trimeréw polaczonych niekowalencyijnie,
sktadajacych si¢ z identycznych tancuchéw. Biologiczng aktywno$¢ zachowuje zaréwno
posta¢ zwigzana z btona jak iposta¢ rozpuszczalna, obie postaci zachowuja podobna
budowg. TNFo nalezy do nadrodziny biatek obejmujacej takze: LT-o, LT-B, TRAIL
(APO-2L) oraz ligandy dla: CD27, CD30, CD40, CD95 (APO-1/Fas), 4-1BB i OX40 (78).
Bialka te reguluja proliferacjg, aktywacjg 1 roznicowanie wielu komorek, moga indukowac
takze ich Smier¢ poprzez apoptozg.

Swoje dzialanie fizjologiczne TNFo wywoluje przez swoiste receptory TNFR1
(pS5) 1 TNFR2 (p75), przy czym za wigkszo$¢ aktywnosci biologicznej odpowiada
pierwszy z receptorow. Przytaczenie liganda do TNFR powoduje trimeryzacj¢ receptora,
ktéra nastepnie inicjuje szlak przekaznikéw (83). Geny dla receptoréw dla TNFa naleza do
duzej rodziny genéw receptorow dla ligandéw takich jak czynnik wzrostu nerwéw (NGF),
CD27, CD30, CD40, 4-1BB, OX40, TRAMP (DR3 — death receptor 3) oraz produkt genu
Fas/APO-1 (CD95). Lacznie opisano okoto 20 receptoréw nalezacych do rodziny
receptorow dla TNFa (84). Receptor pS5, wystepujacy prawie na wszystkich komoérkach
ssakow, odpowiedzialny jest za cytotoksyczno$¢ TNFa wobec komérek nowotworowych
oraz zakazonych wirusami natomiast p75 wystepuje gléwnie na komérkach pochodzenia
szpikowego 1iodpowiada za efekt ostrej fazy, objawy wstrzasowe i martwicg oraz

stymulacje limfocytéw T; niektére komorki posiadaja oba typy receptorow (85).
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Wigkszos¢ komorek wykazuje stabilng ekspresj¢ TNFR1, natomiast ekspresja TNFR2
podlega regulacji znacznie zwigkszajac si¢ w stanie zapalnym.

Potaczenie si¢ czasteczki TNFa zreceptorem wywotuje kaskade reakcji
prowadzacych do zwigkszenia stezenia wewnatrzkomorkowego diacyloglicerolu, wzrostu
aktywnosci obojetnej sfingomielinazy, aktywacji fosfolipazy A,, aktywowania czynnikéw
transkrypcyjnych (NF-AT, NFxp, AP-1, c-fos, c-jun) oraz przemiany kwasu
arachidonowego w aktywne substancje. Jednym z najwcze$niejszych sygnatéw jest
aktywacja sfingomielinazy wytwarzajacej ceramid aktywujacy kolejne kinazy biatkowe.
Za czgs¢ dziatan TNFR1 odpowiada wewnatrzkomérkowy fragment receptora
homologiczny do ,,domeny $mierci” receptora Fas, ktory nie wystepuje jednak w obrebie
wszystkich receptoréw zrodziny TNFR. Nazwano go domena $mierci zwigzana
z receptorem dla TNFa (TNF receptor-associated death domain — TRADD). Stwierdzono,
ze domena ta wystepuje w obrgbie TNFR1, natomiast nie ma jej w TNFR2 (82). Jest ona
niezb¢dna do dziatania przeciwwirusowego oraz indukcji syntazy NO. Nadmierna jej
ekspresja prowadzi do apoptozy oraz aktywacji NF-kB (83). W 1994 roku odkryto nowe
biatko tzw. czynnik zwiazany z receptorem dla TNFa (TNF-receptor-associated factor —
TRAF), bedace posrednikiem w przekazywaniu sygnatéw od receptora TNFR2 w glab
komérki (86). Aktualnie znamy 6 takich czynnikéw w organizmach ssakéw, natomiast
TNFR2 aktywuje tylko TRAF2. Ich réznorodnos¢ moze ttumaczy¢ tak wszechstronne
dzialanie czynnika martwicy nowotworéw.

Oprécz  bialek TRAF odkryto takze inne czasteczki wiazace sig
z wewnatrzkomoérkowa domena TNFR2, nazwane nastgpnie komérkowymi inhibitorami
apoptozy (cellular inhibitors of apoptosis proteins — cIAP), ktére moga chroni¢ komérki
przed Smiercia (83). Domeny hamujace apoptoze¢ zwane SODD (silencer of death
domains) zidentyfikowano réwniez w powiazaniu z receptorami TNFR1, zatem stymulacja
tego receptora nie musi prowadzi¢ do apoptozy (84).

Czynnik martwicy guza uwalniany jest przez liczne komoérki: makrofagi/monocyty,
neutrofile, NK, komorki glejowe, adipocyty, keratynocyty, fibroblasty i komérki tuczne,
komorki migsniowki gtadkiej, komorki Panetha, komorki mezangium kigbkéw nerkowych
(85) oraz komérki migsnia sercowego (87). Najsilniejszym bodzcem do wytwarzania
TNFa przez makrofagi sa lipopolisacharydy (LPS) $cian bakterii Gram-ujemnych, proces
ten zachodzi m.in. za posrednictwem receptora CD14. Po eksperymentalnym podaniu
endotoksyny stwierdzono znamienne zwigkszenie si¢ st¢zenia TNFa, ktére najwyzsza

warto$¢ osiagalo po okoto 1,5 godzinach, powracajac do normy po 6 godzinach (88).
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Innymi czynnikami stymulujacymi uwalnianie TNFa sa cytokiny (IL1, IL2,GM-CSF,
CSF-1, IFNYy, LTB4, PAF oraz autokrynnie TNFa), bradykinina, fosfolipaza A2 a takze
czynniki zakazne takie jak zarodziec malarii, wirusy, grzyby drozdzopodobne i nieswoiste
— promienie rentgenowskie, krysztatki moczanéw, hemodializa. Jego wydzielanie hamuja
natomiast IL4, IL6, TGFP oraz deksametazon (89). Obecnos¢ TNFa stwierdza si¢ takze
w surowicy zdrowych ludzi, gdzie jego st¢zenie wynosi od 0 do 25-30 pg/ml, a takze
w mleku kobiecym (78). Okres péttrwania TNFa w osoczu wynosi okoto 7 do 9 minut.

Region promotorowy genu dla TNFa charakteryzuje si¢ licznymi polimorfizmami.
U ludzi znaleziono dotychczas przynajmniej 9 polimorfizméw w obregbie genu dla TNFa
(90). Najszerzej bada si¢ polimorfizm polegajacy na podstawieniu guaniny w pozycji -308
adening w obrgbie promotora genu dla TNFa, ktéry jest otyle ciekawy, ze
najprawdopodobniej posiada aktywnos¢ regulujaca ekspresj¢ tego genu (tzn. zwigkszajaca
aktywno$¢ promotora) itym samym stgzenie TNFo w surowicy (91), szczegdlnie
w sprzezeniu z haplotypem HLA-A1, -BS, -DR3, -DQ2 (92), aczkolwiek inni autorzy nie
potwierdzaja tej obserwacji (81). Wilson i wsp. wysuwaja wr¢cz hipotezg, ze polimorfizm
ten moze odpowiada¢ za zwigkszona aktywacje promotora przez wymieniony wyzej
haplotyp (93). Nalezy zaznaczy¢ znaczne odchylenie od réwnowagi alleli tego haplotypu
na skutek sprz¢zenia u mieszkancéw Europy (92). Polimorfizm powyzszy w 1993 roku
odkryli Wilson i wsp. (93).

Innymi czesto badanymi polimorfizmami promotora sa tranzycja G—A w pozycji -
238 opisana przez D’ Alfonso 1 Richiardi (94), tranzycja C—A w pozycji —857 oraz C—A
w pozycji -863, istnieje takze kilka rzadszych polimorfizméw (81,92). Allele polimorfizmu
w locus -238 wptywaja na ksztalt helisy DNA, jego odkrywcy wysungli zatem hipotezg, ze
moga one wptywac na aktywnos¢ transkrypcyjna promotora. Opisywano takze sprzgzenie
wielu polimorficznych alleli ze soba (92). Polozenie genu TNFa w obrgbie antygendéw
zgodnosci tkankowej klasy III, w bezposredniej bliskosci klasy Ii II, czyni z tego genu
wdzigczny obiekt badan genetycznych zaréwno na modelach zwierzgcych jak i ludzkich.
Stwierdzono znaczng zmienno$¢ syntezy TNFo przez makrofagi zalezna od genotypu
w zakresie antygenéw HLA klasy II. HLA-DR3 oraz DR4 korelowaty z wigksza produkcja
TNFa, natomiast HLA-DR?2 - ze zmniejszona (90,92). Oprécz wariantéw polimorficznych,
w obregbie gendw dla TNFa istnieje szereg struktur modyfikujacych syntez¢ TNFa. Jedna
z nich odkryto u myszy. Stwierdzono, ze brak polimorficznego fragmentu w obrgbie genu

dla TNFa powodowal syntez¢ niezwykle stabilnych czasteczek mRNA, aprzez to
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zwigkszenie syntezy cytokiny. TNFoa produkowany byt takze przez komérki mazidwki
normalnie go nieprodukujace, z nastgpstwem w postaci rozwoju nadzerkowego zapalenia
stawow (90).

W zwiazku z genetyczna zmienno$cia genu dla TNFa oraz jej prawdopodobnym
wplywem na aktywnoS$¢ transkrypcyjna prowadzi sig liczne badania nad rola tego czynnika
w patogenezie wielu choréb, dotychczas nie przeprowadzono jednak badafh dotyczacych
powstawania dysrafii. Brakuje dowodéw naukowych na bezposredni wptyw TNFa na
formowanie si¢ cewy nerwowej, istnieje jednak wiele danych mogacych posrednio
wskazywac na rolg tej cytokiny w tym procesie. Jej szlak przekaznikowy bierze natomiast
niewatpliwy udzial w organogenezie u zarodka czlowieka, na przyktad w tworzeniu
1 organizacji struktur uktadu limfatycznego (84). TNFa moze odgrywac rol¢ w rozwoju
innych narzadéw, poniewaz pobudza angiogenezg, dziala mitogennie na fibroblasty,
indukuje ekspresje wielu cytokin oraz czasteczek adhezyjnych. Kilka czasteczek z rodziny
TNFo bierze istotny udzial w regulacji czynnosci osteoklastéw (95). Opisano réwniez
udziat innych czasteczek ireceptoréw nalezacych do rodziny TNFo/TNFR w rozwoju
uktadu nerwowego oraz réznorodnych struktur ektodermalnych (96).

Jeden ze szlakéow przekaznikowych TNFo opiera si¢ o biatka zwigzane
z receptorem dla TNFo (TRAF). Na wczesnym etapie rozwoju mozna wykaza¢ obecnos¢
transkryptu TRAF4 w rozwijajacym si¢ uktadzie nerwowym. W do$wiadczeniach na
myszach wykazano, ze unieczynnienie genu dla TRAF4 w znacznym odsetku przypadkéw
prowadzi do réznych wad rozwojowych, z ktérych duza czg$¢ stanowia wady cewy
nerwowej. Najczgscie] sa one zlokalizowane w dolnych segmentach piersiowych
1 segmentach ledzwiowych (97). Deficyt innej molekuty z tej rodziny, TRAF6, w duzej
czeSci embrionéw prowadzi do egzencefalii. Uwaza sig, ze bialko to reguluje
programowang $mier¢ komoérki w pewnych regionach mézgu (98). Colas 1 Schoenwolf
niezaleznie wymieniaja TRAF6 jako jeden z gendéw kandydatéw bioracych udziat
w procesie neurulacji (30).

TNFoa odgrywa niewatpliwa rol¢ w apoptozie. Wydaje sig¢, ze wraz z innymi
cytokinami indukuje kilka proceséw prowadzacych do $mierci komoérki: mitoptoze —
rozpad mitochondriéw (poprzez gwaltowna produkcje¢ 1uwolnienie wolnych rodnikéw
tlenowych) oraz apoptoz¢ — poprzedzona obrzmieniem mitochondriéw i uwolnieniem
z nich czynnikéw proapoptotycznych do cytoplazmy. Z drugiej strony, TNFa moze takze

hamowa¢ apoptozg, paradoksalnie poprzez indukcj¢ NFxB, stymulujacego nastgpnie
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produkcj¢ enzyméw zmiatajacych wolne rodniki, na przyktad dysmutazy ponadtlenkowe;j
(99). TNFa moze réwniez wpltywa¢ na rozwdj kosci, elementéw istotnych przeciez
w wadach cewy nerwowej, poniewaz silnie stymuluje procesy resorpcji kosci oraz hamuje
osteogenezg. Aktywuje migdzy innymi tworzenie osteoklastéw poprzez wzmaganie

lokalnego wydzielania IL6, IL11 oraz GM-CSF (100).
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Poniewaz dotychczas u cztowieka nie udato si¢ ustali¢c genu homologicznego dla
locus T odpowiadajacego za powstawanie wad cewy nerwowej, wskazane wydaje si¢
badanie innych genéw zlokalizowanych w obrgbie genéw HLA.

Celem niniejszej pracy jest zbadanie, czy istnieje asocjacja pomigdzy
poszczegdlnymi wariantami HLA-DR, allelami odpowiedzialnymi za polimorfizmy,
tranzycj¢ G—A w pozycji -238 1-308, w obrgbie promotora genu dla TNFoa, oraz
utworzonymi przez nie haplotypami, a ryzykiem rozwoju dysrafii.

Sformutowano nastgpujace hipotezy zerowe:

1. Poszczegolne allele gen6w HLA-DR wystepuja z podobna czgstoscia u pacjentow z
wada cewy nerwowej i w grupie kontrolne;j.

2. Allele G 1 A w locus -238 promotora genu dla TNFo wystepuja z podobna
czgstoscia u pacjentow z wada cewy nerwowej 1 w grupie kontrolne;.

3. Allele G i A w locus -308 promotora genu dla TNFa wystgpuja z podobna
czestoscia u pacjentéw z wada cewy nerwowej i w grupie kontrolne;.

4. Haplotypy obejmujace HLA-DR oraz locus -238 promotora genu dla TNFa
wyliczone na podstawie obserwowanych genotypéw dla poszczegdlnych markeréw
wystepuja z podobna czestoscia u pacjentow z wada cewy nerwowej i w grupie
kontrolne;j.

5. Haplotypy obejmujace HLA-DR oraz locus -308 promotora genu dla TNFa
wyliczone na podstawie obserwowanych genotypéw dla poszczegdlnych markeréw
wystepuja z podobna czestoscia u pacjentow z wada cewy nerwowej i w grupie
kontrolne;j.

6. Haplotypy obejmujace HLA-DR oraz loci -238 i -308 promotora genu dla TNFa
wyliczone na podstawie obserwowanych genotypéw dla poszczegdlnych markeréw
wystepuja z podobna czgstoscia u pacjentow z wada cewy nerwowej i w grupie
kontrolne;j.

Wszystkie wyliczenia zostana wykonane dla catej grupy z wada cewy nerwowej jak i dla

podgrup z wada cewy nerwowej odcinka lgdzwiowego 1 piersiowego.
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Badaniem objgto 111 dzieci zwadami cewy nerwowej prospektywnie
rejestrowanych przez Poradni¢ Mielodysplazji Uniwersyteckiego Szpitala Dziecigcego
w latach 1999-2000. Dzieci te objete zostaty szeroko zakrojonym badaniem genetycznego
podtoza dysrafii. Ich rodzice lub sami chorzy w przypadku petnoletnio$ci wyrazili pisemng
zgode na uczestnictwo w badaniu. Uzyskano réwniez zgode Komisji Bioetycznej
Uniwersytetu Jagiellonskiego na przeprowadzenie analizy. Poziom wady ustalono
wczesnie] na podstawie dokumentacji pacjentOw obejmujacej histori¢ choroby, opis
zabiegu operacyjnego oraz dokumentacjg¢ radiologiczna.

Grupe kontrolna stanowi 113 zdrowych o0s6b zregionu Polski Potudniowe;,
zebranych w bazie Zaktadu Immunologii Uniwersyteckiego Szpitala Dziecigcego. Materiat
ten wykorzystano za zgoda Zaktadu Immunologii.*

W obu grupach przeprowadzono analiz¢ polimorfizmu -238G—A 1-308G—A
w obrgbie promotora genu dla TNFo. W grupie dzieci z wada cewy nerwowej
przeprowadzono typowanie gendw HLA-DR, dane dla grupy kontrolnej uzyskano z bazy

danych Zaktadu Immunologii.

3.1. Metody analizy molekularnej.

3.1.1. Polimorfizm G—A w locus -238 promotora genu dla TNFa

Polimorficzne allele identyfikowano metoda polimorfizmu dlugosci fragmentéw
restrykcyjnych (restriction fragment length polymorphism - RFLP) w oparciu o metodg
opisang przez Grove’a 1 wsp (101). Metoda ta zaklada stworzenie startera
zdegenerowanego, tak, aby utworzy¢ miejsce rozpoznawane przez enzym restrykcyjny
w przypadku rzadszego allelu A. Badane DNA poddano tancuchowej reakcji polimerazy
(PCR) z uzyciem nastgpujacej pary starterow:

Forward: 5’-ATCTGGAGGAAGCGGTAGTG-3’

Reverse: 5’-AGAAGACCCCCCTCGGAACC-3’

* Serdecznie dziekuje Panu prof. dr hab. Markowi Zembali i Pani dr hab. Annie Pituch-Noworolskiej za

udostgpnienie danych oraz materiatu genetycznego grupy kontrolne;.
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Reakcj¢ PCR przeprowadzono z uzyciem termocyklera Biometra T3 Thermocykler
w objetosci 25 pl z wykorzystaniem odczynnikéw firmy Biotools, B&M Labs, S.A.
(Hiszpania)

Probke poddano degeneracji przez 5 minut w temperaturze 95°C, nast¢pnie
przeprowadzono 30 cykli: 95°C przez 30 sekund, 59°C przez 30 sekund, 72°C przez
30 sekund, po ktérych prébke poddano temperaturze 72°C przez 7 minut celem potaczenia
zwielokrotnionych fragmentéw. W reakcji PCR uzyskano fragment o dlugosci 152 par
zasad.

Produkt amplifikacji poddano nastgpnie trawieniu enzymem Mspl (Fermentas,
Litwa) w buforze 1xTango™. Trawione probki inkubowano w temperaturze 37°C przez
noc, anastgpnego dnia po dodaniu 2 pl buforu (loading buffer) produkty trawienia
rozdzielano metoda elektroforezy w buforze 1XTBE na 4% zelu agarozowym NuSieve®
GTG® Agarose (Cambrex, USA) przez 120 minut. Zel wybarwiano nastepnie bromkiem
etydyny oraz oceniano w Swietle ultrafioletowym. W przypadku obecnos$ci czgstszego
allelu G produkt amplifikacji ulegat trawieniu do produktéw o dlugosci 131 i 21 par zasad
(ni¢ wiodaca) oraz 129 i23 par zasad (ni¢ komplementarna). Asymetria taka wynika
z faktu, ze miejsce cigcia nici wiodacej 1komplementarnej przez enzym Mspl,
rozpoznajacy sekwencje GGCC, jest przesunigte o dwie pary zasad. W trakcie rozdziatu
elektroforetycznego w podanych warunkach fragmenty o dlugosci 132 oraz 129 par zasad
zlewaly si¢ w jeden prazek. Homozygota AA widoczna byla w postaci jednego prazka
o dtugosci okoto 150 par zasad (wzgledem markera), heterozygota w postaci dwodch
prazkéw o dtugosci okoto 150 i 130 par zasad (wzgledem markera), natomiast homozygota
GG w postaci jednego prazka o dlugosci okoto 130 par zasad (wzgledem markera) (ryc. 1).
Wecelu  walidacji  metody  przeprowadzono  sekwencjonowanie  produktow
homozygotycznych GG i AA oraz heterozygotycznego dla wybranych oséb. Wynik
sekwencjonowanie byl zgodny z wynikiem analizy RFLP, co zwigksza wiarygodnos¢ tej
metody w analizie polimorfizmu G—A w locus -238 promotora genu dla TNFa (ryc.

6,7,8).
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Rycina 1. Polimorfizm w locus -238 promotora genu dla TNFa.
Obraz homozygot GG (pierwsze dwa od prawej), AA (drugi od

lewej), oraz heterozygot GA (pierwszy od lewej).

3.1.2. Polimorfizm G—A w locus -308 promotora genu dla TNFa

Polimorficzne allele identyfikowano metoda polimorfizmu dlugosci fragmentéw
restrykcyjnych (RFLP) wedlug metody wczesSniej nieopisanej Ww pismiennictwie
opracowanej w Zaktadzie Genetyki Medycznej Uniwersyteckiego Szpitala Dziecigcego
w Krakowie. Badane DNA poddano tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) z uzyciem
nastgpujacej pary starterow:

Forward: 5°’- AAACAGACCACAGACCTGG-3’

Reverse: 5’-CCATCCTCCCTGCTCCGATTCCG-3’

Reakcj¢ PCR przeprowadzono zuzyciem termocyklera Perkin Elmer DNA
Thermal Cycer 480, a w p6zniejszych oznaczeniach za pomoca termocyklera Biometra T3
Thermocykler, w objetosci 25 ul wykorzystujac odczynniki Biotools, B & M Labs, S.A.
(Hiszpania)

Probke poddano degeneracji przez 5 minut w temperaturze 95°C, nastgpnie
przeprowadzono 30 cykli: 95°C przez 30 sekund, 59°C przez 30 sekund, 72°C przez
30 sekund, po ktérych prébke poddano temperaturze 72°C przez 7 minut celem potaczenia
zwielokrotnionych fragmentéw. W reakcji PCR uzyskano fragment o dlugosci 145 par
zasad. Nastgpnie produkt amplifikacji poddano trawieniu enzymem BsmFI (New England
Biolabs). Prébke inkubowano przez noc w temperaturze 65°C, a nastgpnego dnia produkty
trawienia rozdzielano metoda elektroforezy w buforze 1XTBE na 4% zelu agarozowym
NuSieve® GTG® Agarose (Cambrex, USA) przez 120 minut. Zel wybarwiano nastgpnie

bromkiem etydyny oraz oceniano w $wietle ultrafioletowym. Enzym BsmFI rozpoznaje
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sekwencje GGGAC, dzigki czemu przecina produkt PCR powstaly w wyniku amplifikacji
genu zawierajacego allel G (czgstszy), dajac fragmenty o dlugosci 74 1 71 par zasad (nic¢
wiodaca) oraz 78 1 67 par zasad (ni¢ komplementarna). Taka asymetria wynika z faktu, ze
miejsce cigcia nici wiodacej inici komplementarnej rézni si¢ o cztery pary zasad.
Homozygota GG widoczna byta w postaci jednego prazka dlugosci 70-80 par zasad
(wzgledem markera), heterozygota GA w postaci dwoch prazkéw diugosci okoto 70-80 par
zasad i 145 par zasad (wzglgdem markera) natomiast homozygota AA w postaci jednego
prazka dlugos$ci 145 par zasad (wzgledem markera) (ryc. 2). W piSmiennictwie dotychczas
nie opisano metody typowania tego polimorfizmu zuzyciem enzymu BsmFI, ztego
powodu przeprowadzono walidacj¢ tej metody poprzez sekwencjonowanie kilku
zamplifikowanych  fragmentéw dla réznych wariantéw allelicznych. Wynik
sekwencjonowania jest zgodny z analiza RFLP, co zwigksza wiarygodnos¢ tej metody w

analizie polimorfizmu —308 G—A w obrgbie promotora genu dla TNFa (ryc. 3.4,5).

Rycina 2. Polimorfizm w locus -
308 promotora genu dla TNFa.
Homozygota AA po prawej, GG
posrodku 1 heterozygota GA po

lewe;.

36



3. Metodologia

3.1.3. Geny zgodnosci tkankowej DRB1

Analiz¢ genéw zgodnosci tkankowej przeprowadzono metoda odwrotnej
hybrydyzacji produktéw amplifikacji metoda PCR znakowanych biotyna, ktére poddawane
sa nastgpnie znakowaniu streptawidyna sprz¢zona z fosfataza alkaliczna i uwidaczniane w
wyniku barwnej reakcji (INNO-Lipa HLA-DRBI1, Innogenetics N.V. Belgia). Reakcj¢
PCR prowadzono w termocyklerze Biometra T3 Thermocykler w warunkach zgodnych z
zaleceniami producenta zestawu. Hybrydyzacje prowadzono w tazni wodnej HS-B 20
Digital, IKA Labortechnik. Odczyt alleli na podstawie wzoréw prazkéw prowadzony byt
manualnie na podstawie tabeli dotaczonych do zestawu.

Typowanie antygendw DR metodami molekularnymi staje sig¢ ostatnio coraz
trudniejsze. Wczesniej antygeny te typowano serologicznie, a wynik takiego typowania byt
do$¢ jednoznaczny. Aktualnie co roku odkrywanych jest coraz wigcej alleli DRBI,
natomiast czgsto nie udaje si¢ nowo odkrytym allelom jednoznacznie przypisac¢ typu
serologicznego HLA-DR. Mato tego, w miar¢ aktualizacji nazewnictwa HLA,
w odniesieniu do niektérych alleli dochodzi do zmiany typu serologicznego HLA-DR
(102,103). Niejednoznaczne bywa réwniez typowanie alleli metoda hybrydyzacji, z uwagi
na fakt, ze jeden wzoér prazkéw po hybrydyzacji moze odpowiada¢ kilku allelom,
zwlaszcza w niektérych zestawieniach heterozygotycznych, ale rowniez
homozygotycznych (73). Rozdzielczos¢ stosowanej metody nie pozwala réwniez na
identyfikacj¢ niektorych alleli, ktéorym aktualnie przypisuje si¢ odmienny typ serologiczny
HLA-DR (np. DRB*1508 = DR2). Stale zbierane sa dane od badaczy z r6znych krajéw
ibaza danych jest regularnie uaktualniana. W odniesieniu do niektérych alleli,
odpowiadajacy im typ serologiczny ustalany jest umownie pod egida WHO, w ostatnim
czasie zastosowano w tym celu takze sieci neuronowe oraz obliczenia oparte na metodach
maksymalnej wiarygodnosci. Poniewaz i takie postgpowanie nie pozwala na jednoznaczne
przypisanie typu serologicznego, stworzono réwniez kategori¢ ,,przypisany przez

£ 2

ekspertoéw”, aby maksymalnie duzej liczbie alleli przypisa¢ typ serologiczny; mimo tego
istniejq allele, ktérym nie udato si¢ przypisac typu serologicznego (104). W zwiazku z tym
zamiast typéw serologicznych postuzono si¢ oznaczeniami grupowymi alleli. W przypadku
watpliwosci w czasie odczytywania allelu postugiwano si¢ czgstoscia wystgpowania
réznych alleli 1 typow serologicznych na terenie Polski (105-108). Uwzglednienie lokalnej
czgstosci jest konieczne, poniewaz w niektérych przypadkach istnieje kilka mozliwych

kombinacji alleli. W wigkszo$ci przypadkéw réznica polega tylko na numerze allelu
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w poszczegllnych podgrupach (tzn. bez zmiany przynaleznosci DRBI1), jednak
w przypadkach mozliwych kombinacji réznych numeréw alleli konieczne jest
uwzglednienie czgstosci poszczegdlnych z nich w danej populacji.

W grupie kontrolnej analiza genéw zgodnosci tkankowej wykonana zostata w

Zaktadzie Immunologii za pomoca tej samej metody.

3.2. Analiza statystyczna

W analizie statystycznej wykorzystano bezptatne oprogramowanie statystyczne:
Mstat 4.01 for Windows, PHASE v. 2.1, SISA online statistical analysis (skrypt Java),
kalkulator statystyczny wchodzacy w sktad pakietu Epiinfo (FDA), program udostgpniony
przez Institiit fir Humangenetik (Technische Universitit Miinchen) na stronie
http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl. Do obliczania rtéwnowagi Hardy’ego i Weinberga dla
HLA-DRBI1 uzyto internetowej wersji programu GENEPOP v. 3.4. dost¢pnej na stronie
http://wbiomed.curtin.edu.au/genepop/genepop_op1.html. Wykorzystuje ona doktadny test
Hardy’ego 1 Weinberga (autorstwa Fishera) z uzyciem tancucha Markowa dla podania
doktadniejszych wynikow. Pozwala na wykonanie obliczen rowniez w przypadku, gdy
brakuje danych dla niektérych oséb. Analiz¢ odchylenia od réwnowagi na skutek
sprz¢zenia dla poszczegdlnych par alleli wykonano za pomoca internetowej wersji
programu LinkDos (http://wbiomed.curtin.edu.au/genepop/linkdos.html) (109).

Zastosowane testy statystyczne to: statystyki opisowe, y* (w razie koniecznosci
z poprawka Yatesa), test Cochrane’a i Armitage’a dla trendu, doktadny test Fishera
(wrazie koniecznosci z poprawka Bonferroni), test G (log-likelihood ratio), test
permutacji. Iloraz szans, takze w przypadku braku istotnosci statystycznej, przedstawiono
w celu pokazania precyzji obliczen. W przypadku poréwnywania czgstosci
poszczegdlnych alleli HLA-DRB1 zastosowano poprawke¢ Bonferroni na poréwnania
wielokrotne. W przypadku stwierdzenia istotnosci statystycznej w tescie G wprowadzona
zostanie poprawka Williamsa zuwagi na mata liczebno$¢ poréwnywanych grup.
W analizie odchylenia od rownowagi na skutek sprzezenia wyliczono warto$¢ korelacji r
oraz prawdopodobienstwa p za pomoca testu x°. Za znamienne uznano wartosci p<0,05 dla
testu G pordwnujacego cate grupy oraz dla testu permutacji, p.<0,05 (p. oznacza wartos¢ p
po wprowadzeniu poprawki Bonferroni) dla poréwnania czgstosci poszczegdlnych alleli

lub haplotypéw oraz p<0,01 dla analizy odchylenia od réwnowagi na skutek sprzezenia.
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Wyliczenie haplotypéw przeprowadzono za pomoca programu PHASE v. 2.1,
wykorzystujacego metode Bayesa do konstruowania haplotypéw na podstawie genotypow
0s6b niespokrewnionych (110,111). Jest to powszechnie spotykany we wspoétczesnych
analizach genetycznych program, stale ulepszany przez jego twoérce. Autorzy dotozyli
wszelkich staran, aby sprawdzi¢ wiarygodno$¢ wyliczen programu w oparciu o dane
rzeczywiste i symulowane, stwierdzajac, ze jest on okoto dwukrotnie doktadniejszy niz
metody oparte na algorytmie EM (expectation-maximisation) (110). Bardzo korzystna
cecha tego programu jest réwniez mozliwo$¢ poréwnania rozktadu wyliczonych
haplotypéw w obu grupach w oparciu o test permutacji oraz mozliwo$¢ dokonania
obliczen, jezeli u niektorych badanych oséb brakuje danych dotyczacych poszczegdlnych
loci. Dzigki osobistemu kontaktowi z autorem programu jego ustawienia zostaty
dopasowane do sytuacji bgdacej obiektem badania. Kolejno$¢ potozenia poszczegdlnych
loci w obrgbie chromosomu 6 to DRBI, TNFa(-238), TNFa(-308) (90). Program
uwzglednia réwniez odlegtos¢ pomigdzy badanymi locus, ktéra pomigdzy HLA-DR
i promotorem genu dla TNFa wynosi okoto 850 tysiecy par zasad (93).

Obliczenia haplotypéw przeprowadzono zgodnie z zaleceniami autora programu.
Dla sprawdzenia doktadnos$ci typowania haplotypéw wykonano kilka préb dla kazdego
zestawienia. Wyniki tych préb byly praktycznie identyczne, zatem doktadnos¢ typowania
haplotypéw byta duza. Wprowadzajac dane do programu PHASE mozna zalozy¢, czy
w danym obszarze dochodzi do rekombinacji fragmentéw chromosoméw (opcja —MR),
czy tez takiej rekombinacji nie ma (opcja —-MS). Gtéwnym zalozeniem takiej oceny bylo
sprawdzenie, czy porownanie grup pomigdzy soba przyniesie inne wyniki przy zalozeniu
obecnosci i braku rekombinacji. Poniewaz w obu przypadkach nie stwierdzono réznicy
pomigdzy grupami, adane wskazuja na rzadkie, mimo duzej rozlegtosci obszaru,
wystgpowanie rekombinacji w obrgbie MHC (region bardzo konserwatywny - wykazano,
ze do rekombinacji w regionie HLA dochodzi w mniej niz 1%, dlatego zwykle pelen
zestaw alleli na tym samym chromosomie dziedziczy si¢ razem jako haplotyp),
zdecydowano si¢ przedstawi¢ wyniki przy zalozeniu braku rekombinacji (opcja —MS).
Dane wynikowe zawieraja zaréwno szacunkowa liczb¢ poszczegdlnych haplotypéw

w danej grupie jak rowniez ich czgstos¢ wraz z odchyleniem standardowym.
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4. Wyniki

4.1. Charakterystyka badanych grup

Analiza objgto tacznie 111 dzieci z wada cewy nerwowej oraz 113 os6b z grupy
kontrolnej. Dzieci z wada cewy nerwowej analizowano tacznie oraz oddzielnie dla wad
ordznej lokalizacji. Dla celow analizy wady podzielono dodatkowo na piersiowe
(obejmujace odcinek piersiowy oraz gorna czgs¢ odcinka lgdzwiowego) oraz lgdzwiowe
(rozpoczynajace si¢ w odcinku lgdzwiowym izwykle obejmujace réwniez gérna czgsé
odcinka krzyzowego). Podzial taki jest zrozumialy przy uwzglednieniu postulowanych
miejsc zamykania si¢ cewy nerwowej u cztowieka.

Grupa z wada cewy nerwowej obejmowata tacznie 59 dziewczynek (53%) oraz 52
chtopcéw (47%). W grupie z przepukling okolicy ledzwiowej (75 dzieci) proporcje te to 43
dziewczynki (57%) oraz 32 chtopcow (43%), natomiast grupa z przepukling okolicy
piersiowej (31 dzieci) obejmowata 15 dziewczynek i 16 chiopcéw. Grupa kontrolna
obejmowata 61 kobiet (49,6%) oraz 62 mezczyzn (50,4%). Nie stwierdzono istotnej
statystycznie réznicy w rozkladzie pici pomigdzy grupa kontrolna a cala grupa z wada
cewy nerwowej (p=0,5864 w tescie y°), grupa dzieci z przepukling okolicy ledzwiowej
(p=0,3621 w teScie x> z poprawka Yatesa) oraz grupa dzieci z przepukling okolicy
piersiowej (p=0,999 w doktadnym tescie Fishera).

Grupa badana obejmowata réwniez dwoje dzieci z przepukling mézgowa, jedno
dziecko z wada cewy nerwowej odcinka ogonowego, jedno dziecko z wada cewy
nerwowej odcinka krzyzowego oraz jedno dziecko zizolowana przepukling oponowa
odcinka piersiowego. Ze wzgledu na niewielka liczebno$¢ innych lokalizacji nie
analizowano ich oddzielnie, a jedynie w calej grupie wad cewy nerwowej.

Rozktad wariantéw analizowanych locus u tych pacjentéw byt nastgpujacy:

Tabela 1. Genotypowanie rzadkich przypadkéw wad cewy nerwowej (WCN)

Poziom WCN HLA DRB1 | TNFa(-238) | TNFa(-308)
przepuklina mézgowa *07/*04 G/G G/G
przepuklina mézgowa *11/*11 G/G G/G
okolica ogonowa *07/*07 G/A G/G
okolica krzyzowa *11/*15 G/G G/G
przepuklina oponowa okolicy piersiowej *01/*13 G/G G/A
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4.2. Geny zgodnosci tkankowej DRB1

Typowanie alleli DRB1 przeprowadzono w calej grupie z wada cewy nerwowej,
jednak w niektérych przypadkach nie uzyskano wynikdw. Przyczyna mogta by¢ jakos¢
DNA (brak produktu PCR), co jest znanym problemem wykorzystywanej metody
analitycznej (producent zaleca wykorzystanie roztworu DNA o okreslonym stgzeniu
1 jakosci, ktore nie zawsze mozliwe jest do uzyskania), lecz w niektérych przypadkach
uzyskane wyniki nie pozwalaly na wiarygodne okreSlenie allelu. Podobne przypadki
spotyka si¢ w pismiennictwie (112).

W doktadnym tescie Hardy’ego i Weinberga nie stwierdzono odchylenia od
rownowagi dla grupy z wada cewy nerwowej (p=0,5818, SE=0,0253) jak 1 grupy
kontrolnej (p=0,7629, SE=0,02).

Typowa metoda oceny asocjacji HLA w badaniach kliniczno-kontrolnych polega
na poréwnaniu liczby alleli w poszczegdlnych grupach za pomoca doktadnego testu
Fishera z uzyciem poprawki Bonferroni na poréwnania wielokrotne. Nie wykazano
znamiennej réznicy w czgstosci poszczegllnych alleli DRB1 pomigdzy cata grupa dzieci
zwada cewy nerwowej oraz grupa kontrolna. Réznica zblizata sie¢ do istotnosci
statystycznej dla DRB1*07 dla catej grupy z wada cewy nerwowej, jednak wprowadzenie

poprawki Bonferroni praktycznie niweluje tg réznice (Tabela 2).

Tabela 2. Poréwnanie liczebnosci alleli HLA-DRB1 dla calej grupy pacjentéow z WCN

i grupy kontrolnej.

Allel | WCN Grupa p (dokladny test Fishera, Iloraz szans

DRBI1 | (calo$¢) kontrolna dwustronny) OR (95% CI)
*01 24 32 p=0,4745 0,92 (0,50-1,68)
*03 24 20 p=0,4265 1,34 (0,69-2,63)
*04 19 16 p=0,4826 1,32 (0,63-2,79)
*(07 49 37 p=0,07061 1,57 (0,95-2,61)
*08 4 8 p=0,386 0,54 (0,12-2,07)
*09 1 4 p=0,3743 0,27 (0,01-2,75)
*10 2 1 p=0,6091 2,18 (0,11-129,44)
*11 24 31 p=0,5642 0,82 (0,45-1,50)
*12 4 9 p=0,265 0,47 (0,11-1,73)
*13 20 30 p=0,2922 0,70 (0,37-1,32)
*14 5 6 p=1 0,90 (0,21-3,61)
*15 22 21 p=0,7482 1,15 (0,59-2,27)
*16 10 11 p=1 0,99 (0,38-2,56)

razem 208 226

p.=0,0038.
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Nie wykazano réznicy w czgstosci poszczegdlnych alleli DRB1 pomigdzy

pacjentami z wada cewy nerwowej odcinka lgdzwiowego a grupa kontrolng. Dla DRB1#*13

warto$¢ zblizata si¢ do granicy istotno$ci statystycznej, lecz po zastosowaniu poprawki

Bonferroni r6znica ulegta zniwelowaniu (Tabela 3).

Tabela 3. Poréwnanie liczebnosci alleli HLA-DRBI1 dla pacjentéw z WCN odcinka

ledzwiowego i grupy kontrolnej.

Allel WCN Grupa | p (dokladny test Fishera, Iloraz szans

DRBI1 | (odc. ledzwiowy) | kontrolna dwustronny) OR (95% CI)
*01 13 32 p=0,1941 0,63 (0,30-1,30)
*03 16 20 p=0,4696 1,35 (0,64-2,85)
*04 14 16 p=0,3293 1,48 (0,66-3,33)
*07 32 37 p=0,1293 1,54 (0,88-2,71)
*08 2 8 p=0,3299 0,40 (0,04-2,05)
*09 1 4 p=0,6536 0,41 (0,01-4,16)
*10 2 1 p=0,5599 3,31 (0,17-196,06)
*11 16 31 p=0,6304 0,82 (0,41-1,64)
*12 4 9 p=0,7733 0,72 (0,16-2,64)
*13 10 30 p=0,08504 0,51 (0,22-1,13)
*14 4 6 p=1 1,09 (0,22-4,71)
*15 17 21 p=0,3804 1,37 (0,66-2,84)
*16 7 11 p=1 1,04 (0,36-3,00)

razem 138 226

p.=0,0038.
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Nie wykazano réznicy w czgstosci poszczegdlnych alleli DRB1 pomigdzy

pacjentami z wada cewy nerwowej odcinka piersiowego a grupa kontrolng (Tabela 4).

Tabela 4. Poréwnanie liczebnosci alleli HLA-DRB1 dla pacjentéw z WCN odcinka

piersiowego i grupy kontrolnej

Allel WCN Grupa p (dokladny test Fishera, Iloraz szans
DRB1 | (odc. piersiowy) | kontrolna dwustronny) OR (95% CI)
*01 10 32 p=0,6817 1,21 (0,52-2,78)
*03 8 20 p=0,3286 1,58 (0,60-4,07)
*04 4 16 p=1 0,94 (0,22-3,07)
*(7 14 37 p=0,2541 1,55 (0,73-3,27)
*08 2 8 p=1 0,94 (0,09-4,89)
*09 0 4 p=0,5827 -
*10 0 1 p=1 -
*]1 5 31 p=0,3805 0,57 (0,17-1,58)
*12 0 9 p=0,2119 -
*13 9 30 p=0,6782 1,15 (0,47-2,74)
*14 1 6 p=1 0,62 (0,01-5,28)
*15 4 21 p=0,6168 0,70 (0,17-2,19)
*16 3 11 p=1 1,03 (0,18-4,07)
razem 60 226
p.=0,0038.

Poréwnanie czgstosci poszczegdlnych alleli pomiedzy grupa badana i kontrolna jest
typowa metoda badania asocjacji HLA z r6znymi stanami chorobowymi. Analiza taka nie
oddaje jednak globalnego rozktadu alleli, mozna wigc nie wykry¢ ewentualnych réznic
pomigdzy grupami. Przeprowadzono zatem analiz¢ globalnego rozktadu alleli HLA-DRB1
w grupach z wada cewy nerwowej i grupa kontrolna.

Nie wykazano réznicy pomigdzy cala grupa pacjentéw z wada cewy nerwowej oraz
grupa kontrolna w zakresie globalnego rozktadu alleli DRB1 (Tabela 5).

Nie stwierdzono réznicy w zakresie globalnego rozkladu alleli DRB1 pomigdzy
grupa pacjentow z wada cewy nerwowej odcinka ledzwiowego oraz grupa kontrolna
(Tabela 6). Dla réznicy poszczegdlnych komdrek zblizajacych si¢ do istotnosci
statystycznej wprowadzono poprawke Williamsa z uwagi na mala liczebnos¢ grup, co nie

zmienilo w znaczacy sposob wyniku analizy.
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Tabela 5. Porownanie globalnego rozkladu alleli DRB1 pomiedzy cala grupa
pacjentéow z WCN i grupa kontrolng [test G (log-likelihood ratio)]

Allel WCN | Grupa kontrolna G’ P
DRBI1 | (calosé)
*01 24 32
*03 24 20 1,351 0,2451
*04 19 16 0,4101 0,5219
*07 49 37 1,14 0,2857
*08 4 8 1,697 0,1927
*09 1 4 2,071 0,1502
*10 2 1 0,3033 0,5818
*11 24 31 0,9835 0,3213
*12 4 9 1,828 0,1763
*13 20 30 1,367 0,2424
*14 5 6 0,02033 0,8866
*15 22 21 0,1993 0,6553
*16 10 11 0,0008347 0,977
razem 208 226 11,37 0,4975 (df=12)

Tabela 6. Poréownanie globalnego rozkladu alleli DRB1 pomig¢dzy grupa pacjentéow
z WCN odcinka ledzwiowego i grupa kontrolng [test G (log-likelihood ratio)]

Allel WCN Grupa G? p
DRBI1 | (odc. ledZzwiowy) | kontrolna
*01 13 32
*03 16 20 2,103 0,147
*04 14 16 1,076 0,2996
*(7 32 37 1,018 0,3129
*08 2 8 2,016 0,1557
*09 1 4 0,9371 0,333
*10 2 1 0,8543 0,3553
*]1 16 31 0,6539 0,4187
*12 4 9 0,3791 0,5381
*13 10 30 2,96 (z poprawka 0,08535 (z poprawka
Williamsa 2,922) Williamsa 0,0874)
*14 4 6 0,03916 0,8431
*15 17 21 0,843 0,3585
*16 7 11 0,007652 0,9303
razem 138 226 12,89 0,3773 (df=12)

Globalny rozktad alleli DRB1 nie réznit si¢ takze pomigdzy grupa pacjentéw
z wada cewy nerwowej odcinka piersiowego 1 grupa kontrolna (Tabela 7). Dla réznicy
poszczegdlnych komorek zblizajacych si¢ do istotnosci statystycznej wprowadzono
poprawke Williamsa z uwagi na mata liczebno$¢ grup. Nalezy zaznaczy¢, ze wartos¢ p
w przypadku DRB1*12 na poziomie istotno$ci statystycznej nie wskazuje na znamienng

asocjacjg, poniewaz sam test G nie nadaje si¢ do bezposredniego poréwnywania grup o tak
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matej liczebnosci (wymaga to dokladnego testu Fishera), ponadto w przypadku
oddzielnego rozpatrywania takich komoérek konieczne byloby zastosowanie poprawki

Bonferroni. Test G stuzy bowiem poréwnaniu globalnego rozktadu w obu grupach.

Tabela 7. Poréwnanie globalnego rozkladu alleli DRB1 pomig¢dzy grupa pacjentéow
z WCN odcinka piersiowego i grupa kontrolng [test G (log-likelihood ratio)]

Allel WCN Grupa G? p
DRB1 | (odc. piersiowy) kontrolna
*01 10 32
*03 8 20 0,1981 0,6563
*04 4 16 0,2841 0,594
*07 14 37 0,1537 0,695
*08 2 8 0,159 0,6901
*09+*10 0 5 2,845 0,09168
*11 5 31 2,01 0,1562
*12 0 9 4,446 (z poprawka 0,03498 (z poprawka
Williamsa 4,149) Williamsa 0,0417)
*13 9 30 0,0539 0,8164
*14 1 6 0,2411 0,6234
*15 4 21 0,4327 0,5107
*16 3 11 0,001786 0,9663
razem 60 226 10,83 0,458 (df=11)

Poréwnano réwniez liczbg homozygot oraz heterozygot w zakresie HLA-DRB1 nie
stwierdzajac znamiennej réznicy pomigdzy cala grupa z wada cewy nerwowej 1 grupa
kontrolng [X2:0,42, p=0,5164, OR=1,32 (0,52-3,36)], pomigdzy grupa z wada cewy
nerwowej odcinka ledzwiowego i grupa kontrolna [X2=O,95, p=0,3296, OR=1,57 (0,58-
4,28)] oraz grupa z wada cewy nerwowej odcinka piersiowego i grupa kontrolna [p= 0,46
w doktadnym dwustronnym tescie Fishera, OR=0,32 (0,01-2,39)]. Ciekawy jest natomiast
zupelny brak homozygot DRB1*07 w grupie z wada cewy nerwowej odcinka piersiowego,
podczas gdy w grupie z wada cewy nerwowej odcinka ledzwiowego oraz w grupie

kontrolnej jest ich po 5 (Rycina 3).
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Ryc. 3. Rozklad homozygot i heterozygot w zakresie HLA DRB1

Rozktad homozygot i heterozygot
120 -
102
80 -
59 @ homozygota
60 . yg
| heterozygota
40 -
29
201 13 10 11
1
0 ‘
WCN catos¢ WCN Th WCN L Grupa kontrolna

4.3. Polimorfizmy promotora genu dla TNFa

Analiza réwnowagi Hardy’ego i Weinberga polega na poréwnaniu wartosci
obserwowanych oraz oczekiwanych za pomoca testu y° dla jednego stopnia swobody
(tylko dla jednego, poniewaz wartosci oczekiwane wylicza si¢ z wartosci obserwowanych).
Uzyskane wyniki wskazuja na brak odchylenia od réwnowagi dla polimorfizmu
TNFa(-238)G—A. Stwierdzono natomiast odchylenie od réwnowagi Hardy’ego
1 Weinberga dla polimorfizmu TNFa(-308)G—A w calej grupie badanej (p=0,029081),
w grupie kontrolnej (p=0,003847) oraz w grupie z wada cewy nerwowej odcinka
piersiowego (p=0,032336); co ciekawe, nie stwierdzono tego odchylenia w grupie z wada
cewy nerwowej odcinka ledzwiowego (p=0,353468).

Dla obu grup poréwnano liczebnos¢ obu alleli (czesto$¢ alleliczna)
odpowiedzialnych za polimorfizm promotora TNFa(-238) i TNFa(-308). Stwierdzono brak
réznicy pomigdzy cala grupa z wada cewy nerwowej i grupa kontrolng oraz grupa z wada
cewy nerwowej odcinka ledzwiowego i piersiowego a grupa kontrolna w zakresie obu
polimorfizméw. Nalezy jednak zauwazy¢, ze w réznica w zakresie polimorfizmu
TNFa(-308)G—A pomigdzy grupa z wada cewy nerwowej odcinka piersiowego i grupa

kontrolna zblizala si¢ do granicy istotnosci statystycznej.
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Tabela 8. Rozklad alleli G i A w pozycji -308 promotora genu dla TNFa. Cala grupa

WCN i grupa kontrolna
Allel TNFo(-308) WCN (calosé) Grupa kontrolna
A 40 32
G 182 194

p=0,3039 w doktadnym dwustronnym tescie Fishera,
OR (95% CI)=1,332 (0,803-2,212) — dla allelu A jako czynnika ryzyka
OR (95% CI)=0,751 (0,452-1,246) — dla allelu G jako czynnika ryzyka

Tabela 9. Rozklad alleli G i A w pozycji -308 promotora genu dla TNFa. WCN

odcinka ledzwiowego i grupa kontrolna

Allel TNFa(-308)

WCN (odc. ledzwiowy)

Grupa kontrolna

A

24

32

G

126

194

p=0,6585 w doktadnym dwustronnym tescie Fishera;
OR (95% CI)=1,155 (0,65-2,052) — dla allelu A jako czynnika ryzyka
OR (95% CI)=0,866 (0,487-1,539) — dla allelu G jako czynnika ryzyka

odcinka piersiowego i grupa kontrolna

Tabela 10. Rozklad alleli G i A w pozycji -308 promotora genu dla TNFa. WCN

Allel TNFa(-308)

WCN (odc. piersiowy)

Grupa kontrolna

A

15

32

G

47

194

p=0,07916 w doktadnym dwustronnym tescie Fishera;
OR (95% CI)=1,935 (0,969-3,862) — dla allelu A jako czynnika ryzyka
OR (95% CI)=0,517 (0,259-1,032) — dla allelu G jako czynnika ryzyka

Tabela 11. Rozklad alleli G i A w pozycji -238 promotora genu dla TNFa. Cala grupa

WCN i grupa kontrolna
Allel TNFa(-238) WCN (calos¢) Grupa kontrolna
A 14 20
G 208 206

p=0,3733 w doktadnym dwustronnym tescie Fishera;
OR (95% C1)=0,693 (0,341-1,410) — dla allelu A jako czynnika ryzyka
OR (95% CI)=1,442 (0,709-2,933) — dla allelu G jako czynnika ryzyka
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Tabela 12. Rozklad alleli G i A w pozycji -238 promotora genu dla TNFa. WCN

odcinka ledzwiowego i grupa kontrolna

Allel TNFo(-238) WCN (odc. ledzwiowy) Grupa kontrolna
A 9 20
G 141 206
p=0,3325 w doktadnym dwustronnym tescie Fishera;

OR (95% CI)=0,657 (0,291-1,486) — dla allelu A jako czynnika ryzyka

OR (95% CI)=1,521 (0,673-3,437) — dla allelu G jako czynnika ryzyka

Tabela 13. Rozklad alleli G i A w pozycji -238 promotora genu dla TNFa. WCN

odcinka ledzwiowego i grupa kontrolna

Allel TNFo(-238) WCN (odc. piersiowy) Grupa kontrolna
A 4 20
G 58 206
p=0,7952 w doktadnym dwustronnym tescie Fishera;
OR (95% CI)=0,710 (0,234-2,161) — dla allelu A jako czynnika ryzyka
OR (95% CI)=1,408 (0,463-4,282) — dla allelu G jako czynnika ryzyka

Z uwagi na informacje, ze allel A w locus TNFa(-308) zwigksza aktywnos¢
promotora a allel A w locus TNFa(-238) zmniejsza aktywno$¢ promotora genu dla TNFa,
poréwnano réwniez w obu grupach liczbg os6b posiadajacych przynajmniej jeden allel A
z liczba os6b nieposiadajacych tego allelu. Nie stwierdzono réznicy pomigdzy cata grupa
pacjentow z wada cewy nerwowej i grupa kontrolng oraz pomig¢dzy grupa pacjentéw

z wada cewy nerwowej odcinka lgdzwiowego lub piersiowego i grupa kontrolna.

Tabela 14. Obecnos¢ allelu A w pozycji -308 promotora genu dla TNFa. Cala grupa

WCN i grupa kontrolna
Polimorfizm TNFa(-308) | WCN (calo$¢) | Grupa kontrolna
Allel A obecny 33 26
Brak allelu A 78 87
p=0,2895 (doktadny dwustronny test Fishera), OR=1,42 (0,75-2,69)
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Tabela 15. Obecnos$¢ allelu A w pozycji -308 promotora genu dla TNFa. WCN

odcinka ledzwiowego i grupa kontrolna

Polimorfizm TNFa(-308)

WCN (odc. ledzwiowy)

grupa kontrolna

Allel A obecny

21

26

Brak allelu A

54

87

p=0,4928 (doktadny dwustronny test Fishera), OR=1,30 (0,63-2,67)

odcinka piersiowego i grupa kontrolna

Polimorfizm TNFa(-308)

WCN (odc. piersiowy)

grupa kontrolna

Allel A obecny

11

26

Brak allelu A

20

87

p=0,17 (doktadny dwustronny test Fishera); OR=1,84 (0,72-4,69)

Tabela 16. Obecnos¢ allelu A w pozycji -308 promotora genu dla TNFa. WCN

Tabela 17. Obecnos¢ allelu A w pozycji -238 promotora genu dla TNFa. Cala grupa

WCN i grupa kontrolna
Polimorfizm TNFa(-238) | WCN (calo$¢) | grupa kontrolna
Allel A obecny 14 19
Brak allelu A 97 94
p=0, 45 (doktadny dwustronny test Fishera); OR= 0,71 (0,34-1,5) )

odcinka ledzwiowego i grupa kontrolna

Polimorfizm TNFa(-238)

WCN (odc. ledzwiowy)

grupa kontrolna

Allel A obecny

9

19

Brak allelu A

66

94

p=0, 41 (doktadny dwustronny test Fishera); OR= 0,67 (0,29-1,58)

Tabela 18. Obecnos¢ allelu A w pozycji -238 promotora genu dla TNFa. WCN
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Tabela 18. Obecnos¢ allelu A w pozycji -238 promotora genu dla TNFa. WCN

odcinka ledzwiowego i grupa kontrolna

Polimorfizm TNFa(-238) | WCN (odc. piersiowy) | grupa kontrolna
Allel A obecny 4 19
Brak allelu A 27 94
p=0,78 (doktadny dwustronny test Fishera); OR= 0,73 (0,23-2,34)

Biorac pod uwagg fakt, ze allele A obu polimorfizméw wpltywaja prawdopodobnie
na aktywno$¢ promotora, mozna zalozy¢, ze znaczenie ma rowniez liczba tych alleli
u poszczegollnych oséb. Z tego powodu poréwnano grupe dzieci z wada cewy nerwowej
1 grupg kontrolna pod wzgledem liczebnosci genotypow GG, GA 1AA dla obu
polimorfizméw (tab. 19-24) W przypadku locus TNFa(-308) uzyto testu Cochrane’a
i Armitage’a, poniewaz preferuje si¢ go w sytuacji, gdy grupy wykazuja odchylenie od
réwnowagi Hardy’ego i Weinberga (113). W przypadku locus TNFa(-238) uzyto testu
z poprawka Yatesa. Nie wykazano, aby grupy pacjentéw z wada cewy nerwowej, zarOwno
cala grupa jak i podgrupy pacjentéw z wada odcinka ledZwiowego i piersiowego réznity
si¢ od grupy kontrolnej w zakresie rozktadu genotypéw polimorfizméw TNFa(-308)G—A
i TNFa(-238)G—A od grupy kontrolnej. W przypadku drugiego z wymienionych
polimorfizméw nie stwierdzono homozygot AA w grupie z wada cewy nerwowej oraz

tylko jedna homozygot¢ AA w grupie kontrolne;j.

Tabela 19. Rozklad genotypéw w zakresie polimorfizmu TNFa(-308)G—A w calej
grupie z WCN i w grupie kontrolnej

Genotyp TNFa(-308) | WCN (calos¢) | Grupa kontrolna
AA 7 6
GA 26 20
GG 78 87

y* (trend) = 0,998, P = 0,3178 (df=1)
x* (model) = 0,3347, P = 0,5629 (df=1)
Test Cochrane’a i Armitage’a
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Tabela 20. Rozklad genotypow w zakresie polimorfizmu TNFa(-308)G—A w grupie

pacjentéow z WCN odcinka lgdzwiowego i w grupie kontrolnej

Genotyp TNFa(-308) | WCN (odc. ledzwiowy) | Grupa kontrolna
AA 3 6
GA 18 20
GG 54 87

+ (trend) = 0,2004, P = 0,6544 (df=1)
¥ (model) = 0,9963, P = 0,3182 (df=1)

Tabela 21. Rozklad genotypéw w zakresie polimorfizmu TNFa(-308)G—A w grupie

pacjentéw z WCN odcinka piersiowego i w grupie kontrolnej

Genotyp TNFa(-308) | WCN (odc. piersiowy) | Grupa kontrolna
AA 4 6
GA 7 20
GG 20 87

% (trend) = 2,731, P = 0,09842 (df=1)
¥* (model) = 0.1075, P = 0.743 (df=1)

Tabela 22. Rozklad genotypéw w zakresie polimorfizmu TNFa(-238)G—A w calej
grupie z WCN i w grupie kontrolnej

Genotyp TNFa(-238) | WCN (calo$¢) | Grupa kontrolna
AA 0 1
GA 14 18
GG 97 94
¥’=1,432, p=0.49 (df=2)

z WCN odcinka ledzwiowego i w

grupie kontrolnej

Tabela 23. Rozklad genotypow w zakresie polimorfizmu TNFa(-238)G—A w grupie

Genotyp TNFa(-238) | WCN (odc. ledzwiowy) | Grupa kontrolna
AA 0 1
GA 9 18
GG 66 94

7’=1,185, p=0,554 (df=2)
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Tabela 24. Rozklad genotypéw w zakresie polimorfizmu TNFa(-238)G—A w grupie

z WCN odcinka piersiowego i w grupie kontrolnej

Genotyp TNFa(-238) | WCN (odc. piersiowy) | Grupa kontrolna
AA 0 1
GA 4 18
GG 27 94

¥=0418 , p=0,81 (df=2)

4.4. Haplotypy

Ponizej zamieszczono wyliczone za pomoca programu PHASE czestosci
haplotypéw (z odchyleniem standardowym SD) oraz wartosci (dopasowane przez
program) najlepiej okreslajace liczebnos¢ poszczegdlnych haplotypéw. U niektérych
dzieci z wada cewy nerwowej nie udalo si¢ wytypowa¢ HLA-DRBI1, program PHASE
potrafi jednak wyliczy¢ najbardziej prawdopodobny allel w danej lokalizacji na podstawie
danych pochodzacych z analizy genotypéw pozostalych cztonkéw grupy. Warto$¢ p
(prawa kolumna) wyliczona zostata na podstawie liczebnosci danego haplotypu uzyskanej
za pomocg programu PHASE.

Uzyskane warto$ci prawdopodobienstwa pordwnuje si¢ ze skorygowana wartoscia
pe po poprawce Bonferroni przedstawiona w dolnej czgsci tabeli. Réznice uznaje si¢ za
znamienna, jezeli p<p.. Przedstawiono réwniez wynik testu G okre$lajacy réznicg
globalnego rozktadu haplotypéw dla catej grupy. Z uwagi na wlasciwosci testu, jezeli
suma wartosci w jednym rz¢dzie byla mniejsza niz 3, rzedy takie zostaly zsumowane.
Poniewaz mogto to niekiedy dawac¢ fatszywie dodatnie wyniki, dodatkowo podano dane po
eliminacji grupy zawierajacej zsumowane dane.

Poréwnanie catej grupy z wada cewy nerwowej oraz grupy kontrolnej w zakresie
triallelicznych haplotypéw (tab. 25) wykazalo brak istotnych réznic pomigdzy grupami
w tescie permutacji. Test G wykazal natomiast wysoce znamienna rdéznicg czegstosci
haplotypéw dla przedstawionego rozkitadu haplotypéw, wyliczonego jako najbardziej
prawdopodobny. Stwierdzono réwniez znamiennie czgstsze wystgpowanie haplotypu
DRB1*07-(-238)G-(-308)G w grupie z wada cewy nerwowej niz w grupie kontrolnej
(p=0,001 przy p.=0,00172).

Nie wykazano réznicy pomiedzy grupa dzieci z wada cewy nerwowej odcinka

piersiowego oraz grupa kontrolng w zakresie triallelicznych haplotypow (tab. 26) w tescie
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permutacji. Test G wykazal natomiast wysoce znamienna réznice globalnej czgstosci
haplotypéw dla przedstawionego rozkladu haplotypéw, wyliczonego jako najbardziej
prawdopodobny. Pomimo znamiennej warto$ci p w tescie Fishera dla dwoch haplotypow
nie mozna tej zaleznosci uznac za istotna statystycznie, poniewaz warto$¢ p>p..
Poréwnanie grupy z wada cewy nerwowej odcinka lgdzwiowego oraz grupy
kontrolnej w zakresie triallelicznych haplotypéw (tab. 27) wykazato brak istotnych réznic
pomigdzy grupami w tescie permutacji. Test G wykazat natomiast wysoce znamienng
réznicg czegstosci haplotypéw dla przedstawionego rozktadu haplotypéw, wyliczonego jako
najbardziej prawdopodobny. Pomimo znamiennej wartosci p w tescie Fishera dla dwoch
haplotypéw nie mozna tej zaleznosci uznac za istotng statystycznie, poniewaz wartos¢
p>p.. Nalezy jednak zauwazy¢, ze w przypadku haplotypu DRB1*07-(-238)G-(-308)G,
warto$é p=0,0018 jest bardzo bliska wartosci p.. Swiadczy to otym, ze za istotno$é
statystyczna dotyczaca tego haplotypu dla catej grupy z wada cewy nerwowej odpowiada
gléwnie réznica w zakresie odcinka lgdzwiowego, gdyz dla odcinka piersiowego wartos$¢ p

bez korekcji na poréwnania wielokrotne jest jedynie nieznacznie mniejsza od 0,05.
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Tabela 25. Poréwnanie rozkladu haplotypéw triallelicznych w calej grupie pacjentow

z WCN oraz w grupie kontrolnej

WCN (calosé¢) Grupa kontrolna Wartos¢ p
Haplotyp | Czestos¢ SD Liczba Czestosé SD Liczba w dokladnym
haplotypow haplotypéw | dwustronnym
tescie Fishera
*01GG | 0,113783 | 0,006562 30 0,132508 | 0,003458 31 p=0,999
*01GA | 0,001410 | 0,002114 0,006033 | 0,002336 1 p=1
*01AG | 0,001557 | 0,002529 0,003052 | 0,002826
*02GG | 0,000106 | 0,000684 0,000000 | 0,000000
*03GG | 0,015932 | 0,005429 2 0,029423 | 0,007090 7 p=0,175
*03GA | 0,095978 | 0,005239 23 0,043492 | 0,003982 10 p=0,018
[OR=2,5 (1,10-
5,78)]
*03AG | 0,000000 | 0,000000 0,013809 | 0,006680 p=0,5
*03AA | 0,000000 | 0,000000 0,001771 | 0,002653 1 p=1
*04GG | 0,088980 | 0,006644 19 0,061947 | 0,000000 14 p=0,37
*04GA | 0,002186 | 0,002558 0,008850 | 0,000000 2 p=0,5
*05GG | 0,000269 | 0,001068 0,000000 | 0,000000
*06GG | 0,000071 | 0,000560 0,000000 | 0,000000
*07GG | 0,162888 | 0,009526 40 0,089970 | 0,007374 17 p=0,001
[OR=2,70 (1,43-
5,16)1#
*07GA | 0,016916 | 0,005904 3 0,023123 | 0,003614 6 p=0,503
*07AG | 0,049289 | 0,005565 13 0,049923 | 0,006947 14 p=0,999
*07AA | 0,000836 | 0,001751 0,000701 | 0,001617
*08GG | 0,016155 | 0,003747 4 0,028770 | 0,004597 p=0,544
*08GA | 0,003406 | 0,003068 0,004766 | 0,004060 1 p=0,999
*08AG | 0,000000 | 0,000000 0,001863 | 0,002185
*09GG | 0,005285 | 0,002346 1 0,017699 | 0,000000 4 p=0,372
*09GA | 0,000220 | 0,000971 0,000000 | 0,000000
*10GG | 0,009768 | 0,001687 2 0,004425 | 0,000000 1 p=0,62
*11GG | 0,104213 | 0,006611 21 0,130543 | 0,004423 31 p=0,185
*11GA | 0,011616 | 0,002577 3 0,004063 | 0,003177 p=0,12
*11AG | 0,001181 | 0,001981 0,002562 | 0,002976
*12GG | 0,013844 | 0,004022 3 0,034115 | 0,003614 p=0,221
*12GA | 0,005183 | 0,001639 1 0,005708 | 0,003614 1 p=0,999
*12AG | 0,001142 | 0,001960 0,000000 | 0,000000
*13GG | 0,073280 | 0,009257 14 0,110774 | 0,006076 24 p=0,127
*13GA | 0,022042 | 0,006012 6 0,018458 | 0,005266 p=0,77
*13AG | 0,001769 | 0,002399 0,003511 | 0,002848 1 p=1
*13AA | 0,000568 | 0,001496 0,000000 | 0,000000
*14GG | 0,019351 | 0,003894 4 0,023270 | 0,001938 p=1
*14AG | 0,004677 | 0,003114 1 0,003279 | 0,001938 1 p=0,999
*15GG | 0,100621 | 0,006801 22 0,081663 | 0,005381 18 p=0,51
*15GA | 0,005026 | 0,004140 0,007144 | 0,004384 p=0,5
*15AG | 0,000000 | 0,000000 0,004113 | 0,003582 1 p=1
*16GG | 0,035458 | 0,005608 7 0,037129 | 0,004102 10 p=0,622
*16GA | 0,009915 | 0,003377 3 0,007633 | 0,004263 1 p=0,37
*16AG | 0,002045 | 0,002695 0,002909 | 0,002942
*16AA | 0,000000 | 0,000000 0,001002 | 0,002168

Dla testu Fishera: p.=0,00172

#-istotne statystycznie

Poréwnanie obu grup (test permutacji), p=0,29

Test log-likelihood ratio: G = 44,96, p=0,0006944 (df=19),
po usunigciu zsumowanych danych: G*=35,87, p=0,007336 (df=18)
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Tabela 26. Porownanie rozkladu haplotypow triallelicznych w grupie pacjentow

z WCN odcinka piersiowego oraz w grupie kontrolnej

WCN (odc. piersiowy)

Grupa kontrolna

Haplotyp | Czestosé SD Liczba Czestosé SD Liczba Wartos¢ p,
haplotypow haplotypow dokladny
dwustronny
test Fishera
*01GG | 0,161533 | 0,011894 11 0,131018 | 0,003910 31 p=0,421
*01GA | 0,001973 | 0,005285 0,007153 | 0,002567 1 p=1
*01AG | 0,002993 | 0,006270 0,003422 | 0,002966
*02GG | 0,000338 | 0,002311 0,000000 | 0,000000
*03GG | 0,007774 | 0,011598 0,034507 | 0,007717 7 p=0,352
*03GA | 0,123087 | 0,009673 8 0,040921 | 0,004877 10 p=0,032
[OR=3,20
(1,09-9,32)]
*03AG | 0,000000 | 0,000000 0,010917 | 0,007079 2 p=0,999
*03AA | 0,000000 | 0,000000 0,002151 | 0,002688 1 p=1
*04GG | 0,067167 | 0,006570 4 0,061947 | 0,000000 14 p=1
*04GA | 0,000000 | 0,000000 0,008850 | 0,000000 2 p=0,999
*07GG | 0,154860 | 0,020274 11 0,089321 | 0,007845 17 p=0,027
[OR=2,65
(1,08-6,43)]
*07GA | 0,026674 | 0,015423 0,023302 | 0,003475 6 p=0,346
*07AG | 0,043991 | 0,014633 4 0,049584 | 0,007199 14 p=1
*07AA | 0,004317 | 0,007141 0,001510 | 0,002262
*08GG | 0,033496 | 0,004863 2 0,028964 | 0,004678 7 p=0,999
*08GA | 0,000000 | 0,000000 0,004431 | 0,003862 1 p=1
*08AG | 0,000000 | 0,000000 0,002003 | 0,002202
*09GG | 0,000381 | 0,002450 0,017699 | 0,000000 4 p=0,58
*10GG | 0,000000 | 0,000000 0,004425 | 0,000000 1 p=1
*11GG | 0,067253 | 0,008334 4 0,129067 | 0,005032 31 p=0,186
*11GA | 0,017503 | 0,004502 1 0,004318 | 0,003263 p=0,215
*11AG | 0,000000 | 0,000000 0,003784 | 0,003569
*12GG | 0,001479 | 0,004655 0,035335 | 0,003832 8 p=0,208
*12GA | 0,000000 | 0,000000 0,004488 | 0,003832 1 p=1
*13GG | 0,097894 | 0,017957 5 0,109290 | 0,006458 24 p=0,642
*13GA | 0,041057 | 0,016137 4 0,019176 | 0,005548 5 p=0,1
*13AG | 0,006775 | 0,008915 0,004278 | 0,003049 1 p=1
*13AA | 0,003099 | 0,006354 0,000000 | 0,000000
*14GG | 0,016773 | 0,003158 1 0,024349 | 0,002212 5 p=0,999
*14AG | 0,000000 | 0,000000 0,002200 | 0,002212 1 p=1
*15GG | 0,067263 | 0,006686 4 0,079846 | 0,006328 18 p=0,999
*15GA | 0,000000 | 0,000000 0,007496 | 0,004811 2 p=0,999
*15AG | 0,000000 | 0,000000 0,005579 | 0,003894 1 p=1
*16GG | 0,022862 | 0,010938 1 0,037729 | 0,004639 10 p=0,47
*16GA | 0,024226 | 0,008064 2 0,007875 | 0,004875 1 p=0,11
*16AG | 0,003343 | 0,006538 0,001994 | 0,002559
*16AA | 0,000000 | 0,000000 0,001074 | 0,001984

Dla testu Fishera: p.=0,00172

#-istotne statystycznie

Poréwnanie obu grup (test permutacji), p=0,56, grupy nie réznig si¢ od siebie

Test log-likelihood ratio: G’= 33,75, p=0,009046 (df=17)
po usunigciu danych zsumowanych: G*=31,13, p=0,01295 (df=16)
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Tabela 27. Porownanie rozkladu haplotypow triallelicznych w grupie pacjentow

z WCN odcinka ledzwiowego oraz w grupie kontrolnej

WCN (odc. ledzwiowy) Grupa kontrolna
Haplotyp | Czestos¢ SD Liczba Czestosé SD Liczba Wartosé p,
haplotypow haplotypow dokladny
dwustronny
test Fishera
*01GG | 0,095080 | 0,008048 13 0,132082 | 0,004395 31 p=0,144
*01GA | 0,000675 | 0,002011 0,006643 | 0,002798 1 p=1
*01AG | 0,002413 | 0,003204 0,002868 | 0,002923
*02GG | 0,000196 | 0,001125 0,000000 | 0,000000
*03GG | 0,026997 | 0,012185 2 0,032787 | 0,007483 7 p=0,326
*03GA | 0,085376 | 0,010436 15 0,040441 | 0,005322 10 p=0,055
[OR=2,40
(0,98-5,94)]
*03AG | 0,000000 | 0,000000 0,012701 | 0,006418 2 p=0,519
*03AA | 0,000000 | 0,000000 0,002567 | 0,002726 1 p=1
*04GG | 0,097074 | 0,007856 14 0,061947 | 0,000000 14 p=0,32
*04GA | 0,003459 | 0,003943 0,008850 | 0,000000 2 p=0,52
*05GA | 0,000101 | 0,000816 0,000000 | 0,000000
*06GG | 0,000274 | 0,001323 0,000000 | 0,000000
*07GG | 0,161117 | 0,010926 28 0,090683 | 0,006847 17 p=0,0018
[OR=2,82
(1,42-5,64)]
*07GA | 0,016467 | 0,005684 2 0,022923 | 0,003923 6 p=0,48
*07AG | 0,046289 | 0,005403 8 0,048416 | 0,006215 14 p=0,82
*07AA | 0,000000 | 0,000000 0,001694 | 0,002520
*08GG | 0,010877 | 0,005228 1 0,027163 | 0,003878 7 p=0,152
*08GA | 0,003898 | 0,004343 1 0,006045 | 0,003592 1 p=0,999
*08AG | 0,000000 | 0,000000 0,002191 | 0,002212
*09GG | 0,007245 | 0,003127 1 0,017699 | 0,000000 4 p=0,652
*09GA | 0,000583 | 0,001912 0,000000 | 0,000000
*10GG | 0,013796 | 0,001816 2 0,004425 | 0,000000 1 p=0,566
*11GG | 0,105976 | 0,008114 14 0,130609 | 0,004680 31 p=0,256
*11GA | 0,009940 | 0,003959 2 0,003322 | 0,003033 p=0,158
*11AG | 0,001203 | 0,002563 0,003237 | 0,003502
*12GG | 0,020086 | 0,006413 3 0,034113 | 0,003618 8 p=0,537
*12GA | 0,007645 | 0,002396 1 0,005710 | 0,003618 1 p=0,999
*12AG | 0,002323 | 0,003176 0,000000 | 0,000000
*13GG | 0,063912 | 0,008754 9 0,110148 | 0,006317 24 p=0,139
*13GA | 0,010434 | 0,005444 1 0,018976 | 0,005325 5 p=0,409
*13AG | 0,000000 | 0,000000 0,003620 | 0,002853 1 p=1
*14GG | 0,021770 | 0,006346 3 0,023580 | 0,002079 5 p=0,724
*14AG | 0,006529 | 0,004685 1 0,002969 | 0,002079 1 p=0,999
*15GG | 0,112865 | 0,010541 22 0,080909 | 0,005373 18 p=0,042
[OR=1,99
(0,98-4,04)]
*15GA | 0,009804 | 0,008260 0,007618 | 0,004210 2 p=0,519
*15AG | 0,000000 | 0,000000 0,004393 | 0,003408 1 p=1
*16GG | 0,044605 | 0,006314 6 0,038124 | 0,004500 10 p=1
*16GA | 0,004300 | 0,003656 1 0,006709 | 0,004384 1 p=0,999
*16AG | 0,001244 | 0,002597 0,002595 | 0,002607
*16AA | 0,000000 | 0,000000 0,001245 | 0,002402

Dla testu Fishera: p.=0,00172

#-istotne statystycznie

Poréwnanie obu grup (test permutacji), p=0,37, grupy nie réznig si¢ od siebie

Test log-likelihood ratio: G*= 34, p=0,008403 (df=17)

po usunigciu danych zsumowanych G = 33,11, p=0,007157 (df=16)
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Tabela 28. Poréwnanie rozkladu haplotypéw biallelicznych [DRB1,TNFa(-308)]

w calej grupie pacjentéow z WCN oraz w grupie kontrolnej

WCN (calo$¢) Grupa kontrolna Warto$¢ p
Haplotyp | Czestos¢ SD Liczba Czestosé SD Liczba w dwustronnym
DRBI1, haplotypow haplotypow dokladnym
-308 tescie Fishera
*01G 0,115249 | 0,006390 30 0,134785 | 0,002534 31 0,999
*01A 0,002138 | 0,002791 0,006808 | 0,002534 1 p=1
*02G 0,000050 | 0,000470 0,000000 | 0,000000
*03G 0,018424 | 0,006886 2 0,044252 | 0,004500 9 p=0,0623
[OR=0,22 (0,02-
1,08)]
*03A 0,093484 | 0,006038 23 0,044244 | 0,004500 11 p=0,0323
[OR=2,26 (1,02-
5,08)]
*04G 0,088064 | 0,005168 19 0,061947 | 0,000000 14 p=0,37
*04A 0,002812 | 0,003063 0,008850 | 0,000000 2 p=0,5
*06G 0,000107 | 0,000685 0,000000 | 0,000000
*07G 0,214407 | 0,008593 53 0,139807 | 0,004242 30 p=0,005
[OR=2,05 (1,22-
3,46)]
*07A 0,018870 | 0,006710 3 0,023910 | 0,004242 7 p=0,33
*08G 0,017524 | 0,004305 4 0,031068 | 0,003762 7 p=0,54
*08A 0,002331 | 0,002925 0,004330 | 0,003762 1 p=1
*09G 0,005384 | 0,002467 1 0,017699 | 0,000000 4 p=0,37
*09A 0,000237 | 0,001007 0,000000 | 0,000000
*10G 0,009719 | 0,001737 2 0,004425 | 0,000000 1 p=0,62
*11G 0,103380 | 0,005927 21 0,133034 | 0,003044 31 p=0,185
*11A 0,011966 | 0,002736 3 0,004134 | 0,003044 p=0,121
*12G 0,014619 | 0,003469 3 0,033958 | 0,003757 8 p=0,22
*12A 0,005330 | 0,001825 1 0,005865 | 0,003757 1 p=0,999
*13G 0,073560 | 0,007783 14 0,112304 | 0,005379 25 p=0,09 [OR=0,54
(0,26-1,12)]
*13A 0,022776 | 0,007085 6 0,020439 | 0,005379 5 p=0,77
*14G 0,024057 | 0,002772 5 0,026549 | 0,000000 6 p=0,999
*15G 0,099371 | 0,005819 22 0,086262 | 0,004140 19 p=0,625
*15A 0,005573 | 0,004438 0,006659 | 0,004140 2 p=0,5
*16G 0,037403 | 0,004193 7 0,041167 | 0,004772 11 p=0,476
*16A 0,010049 | 0,003339 3 0,007506 | 0,004772 p=0,121

Dla testu Fishera: p.=0,0022

#-istotne statystycznie

Poréwnanie obu grup (test permutacji), p=0,3

Test log-likelihood ratio: G*= 43,2, p=0,0007491 (df=18)
po usunigciu danych zsumowanych: G* = 38,17, p=0,002331 (df=17)

Poréwnanie catej grupy dzieci z wada cewy nerwowej oraz grupy kontrolnej

w zakresie biallelicznych haplotypéw DRB1 i1 TNFa(-308) (tab. 28) wykazato brak

istotnych réznic pomig¢dzy grupami w tescie permutacji. Test G wykazal natomiast wysoce

znamienna roznice czestosci haplotypéw dla przedstawionego rozkiladu haplotypéw,

wyliczonego jako najbardziej prawdopodobny. Pomimo znamiennej wartosci p w tescie

Fishera dla dwdéch haplotypéw nie mozna tej zaleznoSci uznaé za istotng statystycznie,

poniewaz wartoS¢ p>p.. Nalezy zwroci¢ jednak uwage na haplotyp DRB1*07-TNFou(-
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308)G, dla ktoérego wartos¢ p=0,005 zbliza si¢ wyraznie do p.=0,0022. Koreluje to

z wartosciami dla haplotypdw triallelicznych.

Tabela 29. Poréwnanie rozkladu haplotypéw biallelicznych [DRB1,TNFa(-308)]

w grupie pacjentéw z WCN odcinka piersiowego oraz w grupie kontrolnej

WCN (odc. piersiowy) Grupa kontrolna Wartos¢ p,
Haplotyp | Czestosé SD Liczba Czestosé SD Liczba dokladny
DRB1, haplotypow haplotypow dwustronny
-308 test Fishera
*01G 0,163241 | 0,009648 11 0,134357 | 0,002910 31 p=0,42
*01A 0,002630 | 0,005959 0,007236 | 0,002910 1 p=1
*03G 0,010276 | 0,012253 0,046908 | 0,005197 9 p=0,21
*03A 0,119961 | 0,011079 8 0,041588 | 0,005197 11 p=0,039
[OR=2,90 (1,0-
8,25)]
*04G 0,066864 | 0,005688 4 0,061947 | 0,000000 14 p=1
*04A 0,000000 | 0,000000 0,008850 | 0,000000 2 p=0,999
*07G 0,202304 | 0,017758 15 0,138823 | 0,004422 30 p=0,047
[OR=2,09
(0,98-4,41)]
*07A 0,028567 | 0,016339 0,024894 | 0,004422 7 p=0,352
*08G 0,033894 | 0,004869 2 0,029859 | 0,004171 7 p=0,999
*08A 0,000000 | 0,000000 0,005539 | 0,004171 1 p=1
*09G 0,000727 | 0,003347 0,017699 | 0,000000 4 p=0,581
*10G 0,000500 | 0,002796 0,004425 | 0,000000 1 p=1
*11G 0,066138 | 0,009814 4 0,132904 | 0,003357 31 p=0,186
*11A 0,018300 | 0,005505 0,004264 | 0,003357
*12G 0,000705 | 0,003298 0,034629 | 0,004105 8 p=0,208
*12A 0,000000 | 0,000000 0,005194 | 0,004105 1 p=1
*13G 0,100946 | 0,017427 5 0,113413 | 0,005183 25 p=0,641
*13A 0,047687 | 0,016174 4 0,019331 | 0,005183 5 p=0,104
*14G 0,016908 | 0,003459 1 0,026549 | 0,000000 6 p=0,999
*15G 0,067952 | 0,007247 4 0,085878 | 0,004858 19 p=0,793
*15A 0,000000 | 0,000000 0,007043 | 0,004858 2 p=0,999
*16G 0,024669 | 0,008711 1 0,039867 | 0,005291 11 p=0,472
*16A 0,024790 | 0,008042 2 0,008806 | 0,005291 p=0,046
[OR=4,77
(3,81-5,97)]
Dla testu Fishera: p.=0,0022 #-istotne statystycznie

Poréwnanie obu grup (test permutacji), p=0,46

Test log-likelihood ratio: G*= 28,71, p=0,01751 (df=15)
po usunigciu danych zsumowanych: G* = 28,7, p=0,01146 (df=14)

Poréwnanie grupy dzieci z wada cewy nerwowej odcinka piersiowego oraz grupy
kontrolnej w zakresie biallelicznych haplotypéw DRBI1 i TNFa(-308) (tab. 29) wykazato
brak istotnych réznic pomig¢dzy grupami w tescie permutacji. Test G wykazatl natomiast
znamienna roznice czestosci haplotypéw dla przedstawionego rozkiladu haplotypéw,
wyliczonego jako najbardziej prawdopodobny. Pomimo znamiennej wartosci p w tescie

Fishera dla trzech haplotypéw nie mozna tej zaleznoSci uzna¢ za istotng statystycznie,
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poniewaz wartos¢ p jest na granicy znamiennosci nawet bez korekcji na poréwnania

wielokrotne 1 jest znacznie wigksza od wartosci pe.

Tabela 30. Poréwnanie rozkladu haplotypéw biallelicznych [DRB1,TNFa(-308)]

w grupie pacjentéw z WCN odcinka ledzwiowego oraz w grupie kontrolnej

WCN (odc. ledzwiowy) Grupa kontrolna Wartos¢ p,
Haplotyp | Czestosé SD Liczba Czestosé SD Liczba dwustronny
DRBI1, haplotypow haplotypow | dokladny test

-308 Fishera
*01G 0,096041 | 0,007447 13 0,135046 | 0,002804 31 p=0,144
*01A 0,000200 | 0,001138 0,006547 | 0,002804 1 p=1,0
*02G 0,000080 | 0,000726 0,000000 | 0,000000

*03G 0,028255 | 0,009649 2 0,045299 | 0,004790 9 p=0,211
*03A 0,083421 | 0,008566 15 0,043197 | 0,004790 11 p=0,06
*04G 0,095053 | 0,007486 14 0,061947 | 0,000000 14 p=0,316
*04A 0,004994 | 0,004847 0,008850 | 0,000000 2 p=0,519
*05G 0,000338 | 0,001462 0,000000 | 0,000000

*06G 0,000106 | 0,000833 0,000000 | 0,000000

*07G 0,213588 | 0,009607 37 0,139596 | 0,004075 30 p=0,0058

[OR=2,14
(1,21-3,78)]

*07A 0,013790 | 0,005133 1 0,024121 | 0,004075 7 p=0,152
*08G 0,008176 | 0,005682 1 0,028967 | 0,004210 7 p=0,152
*08A 0,006907 | 0,004957 1 0,006431 | 0,004210 1 p=0,999
*09G 0,008099 | 0,003599 1 0,017699 | 0,000000 4 p=0,652
*09A 0,000349 | 0,001486 0,000000 | 0,000000

*10G 0,014215 | 0,002438 2 0,004425 | 0,000000 1 p=0,566
*11G 0,106675 | 0,008103 14 0,133999 | 0,002876 31 p=0,256
*11A 0,010920 | 0,003740 2 0,003169 | 0,002876 p=0,158
*12G 0,020438 | 0,003883 3 0,033498 | 0,003963 8 p=0,537
*12A 0,008418 | 0,003132 1 0,006325 | 0,003963 1 p=0,999
*13G 0,065883 | 0,008028 9 0,113109 | 0,005282 25 p=0,102
*13A 0,010635 | 0,004787 1 0,019634 | 0,005282 5 p=0,409
*14G 0,028411 | 0,003230 4 0,026549 | 0,000000 6 p=0,999
*14A 0,000101 | 0,000816 0,000000 | 0,000000

*15G 0,112476 | 0,010460 21 0,085087 | 0,004202 19 p=0,09
*15A 0,009381 | 0,007395 1 0,007833 | 0,004202 2 p=0,999
*16G 0,045062 | 0,004706 6 0,042036 | 0,004809 11 p=0,803
*16A 0,003842 | 0,003677 1 0,006636 | 0,004809 p=0,399

Dla testu Fishera: p.=0,0022 #-istotne statystycznie

Poréwnanie obu grup (test permutacji), p=0,37, grupy nie réznig si¢ od siebie

Test log-likelihood ratio: G*= 32,7, p=0,0123 (df=17)
po usunigciu danych zsumowanych: G* = 32,27, p=0,009216 (df=16)

Poréwnanie grupy dzieci z wada cewy nerwowej odcinka ledZwiowego oraz grupy
kontrolnej w zakresie biallelicznych haplotypéw DRBI1 i TNFa(-308) (tab. 30) wykazato
brak istotnych réznic pomigdzy grupami w tescie permutacji. Test G wykazal natomiast
wysoce znamienng réznic¢ czestosci haplotypéw dla przedstawionego rozktadu
haplotypow, wyliczonego jako najbardziej prawdopodobny. Pomimo znamiennej wartosci

p wteScie Fishera dla jednego haplotypu nie mozna tej zalezno$ci uzna¢ za istotna
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statystycznie, poniewaz wartos¢ p>p.. Nalezy zwréci¢ jednak uwageg, ze wartos¢

p=0,0058) zbliza si¢ wyraznie do p.=0,0022. Koreluje to z wartosciami dla haplotypoéw

triallelicznych.

Tabela 31. Poréwnanie rozkladu haplotypéw biallelicznych [DRB1,TNFa(-238)]

w calej grupie pacjentéow z WCN oraz w grupie kontrolnej

WCN (calo$¢) Grupa kontrolna Warto$¢ p
Haplotyp | Czestos¢ SD Liczba Czestosé SD Liczba w dwustronnym
DRBI1, haplotypow haplotypow dokladnym
-238 tescie Fishera
*01G 0,113325 | 0,006370 24 0,141572 | 0,002811 32 p=0,32
*01A 0,002520 | 0,003406 0,002573 | 0,002811
*02G 0,000098 | 0,000650 0,000000 | 0,000000
*03G 0,112124 | 0,005726 31 0,073704 | 0,005691 17 p=0,032 [OR=2,0
(1,03-3,90)]
*03A 0,000860 | 0,001995 0,007377 | 0,005691 3 p=0,25
*04G 0,088457 | 0,004238 19 0,072072 | 0,000000 16 p=0,6
*04A 0,001125 | 0,002059 0,000000 | 0,000000
*05G 0,000169 | 0,000849 0,000000 | 0,000000
*06G 0,000148 | 0,000797 0,000000 | 0,000000
*06A 0,000110 | 0,000690 0,000000 | 0,000000
*07G 0,174313 | 0,006839 43 0,110084 | 0,005400 23 p=0,0074
[OR=2,12 (1,19-
3,79)]
*07A 0,057559 | 0,006957 13 0,056583 | 0,005400 14 p=0,999
*08G 0,019074 | 0,002429 4 0,034219 | 0,002210 7 p=0,543
*08A 0,000217 | 0,000955 0,001817 | 0,002210 1 p=1
*09G 0,005004 | 0,001493 1 0,018018 | 0,000000 4 p=0,372
*09A 0,000204 | 0,000927 0,000000 | 0,000000
*10G 0,009333 | 0,001380 2 0,004505 | 0,000000 1 p=0,62
*11G 0,113650 | 0,005764 24 0,136742 | 0,003478 31 p=0,389
*11A 0,001690 | 0,002644 0,002898 | 0,003478
*12G 0,018195 | 0,003179 4 0,040541 | 0,000000 9 p=0,26
*12A 0,001671 | 0,002383 0,000000 | 0,000000
*13G 0,093881 | 0,005863 20 0,125730 | 0,003193 30 p=0,177
*13A 0,002712 | 0,003467 0,004901 | 0,003193
*14G 0,018684 | 0,004093 4 0,024152 | 0,002165 p=1
*14A 0,005542 | 0,003730 1 0,002875 | 0,002165 1 p=0,999
*15G 0,103887 | 0,005327 22 0,088690 | 0,003737 20 p=0,747
*15A 0,001502 | 0,002559 0,005904 | 0,003737 1 p=1
*16G 0,045850 | 0,004528 10 0,044387 | 0,001591 11 p=0,999
*16A 0,002464 | 0,003484 0,000658 | 0,001591

Dla testu Fishera: p.=0,0028

#-istotne statystycznie

Poréwnanie obu grup (test permutacji), p=0,47, grupy nie réznig si¢ od siebie

Test log-likelihood ratio: G°=25,14, p=0,04807 (df=15)
po usunigciu danych zsumowanych: G = 24,12, p=0,04429 (df=14)

Poréwnanie calej grupy pacjentéw z wada cewy nerwowej oraz grupy kontrolnej

w zakresie biallelicznych haplotypéw DRB1 i TNFa(-238) (tab. 31) wykazato brak

istotnych réznic pomigdzy grupami w teScie permutacji. Test G wykazat natomiast

granicznie znamienng réznicg czg¢stosci haplotypow dla przedstawionego rozktadu
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haplotypow, wyliczonego jako najbardziej prawdopodobny. Pomimo znamiennej wartosci

p wtescie Fishera dla dwdch haplotypéw nie mozna tej zaleznos$ci uznaé za istotna

statystycznie, poniewaz warto$¢ p>p.. Nalezy zwrdci¢ jednak uwage, ze wartos¢ p=0,0074

zbliza si¢ do p.=0,0028 dla haplotypu *07G. Koreluje to z warto$ciami dla haplotypéw

triallelicznych.

Tabela 32. Poréwnanie rozkladu haplotypéw biallelicznych [DRB1,TNFa(-238)]

w grupie pacjentéw z WCN odcinka piersiowego oraz w grupie kontrolnej

WCN (odc. piersiowy) Grupa kontrolna Warto$¢ p
Haplotyp | Czestosé SD Liczba Czestosé SD Liczba w dwustronnym
DRB1, haplotypéw haplotypéw dokladnym
-238 tescie Fishera
*01G 0,161192 | 0,009821 11 0,139038 | 0,002801 32 p=0,546
*01A 0,003455 | 0,006617 0,002555 | 0,002801
*02G 0,000172 | 0,001656 0,000000 | 0,000000
*03G 0,131978 | 0,006764 8 0,074640 | 0,005657 17 p=0,203
*03A 0,000000 | 0,000000 0,013855 | 0,005657 3 p=0,999
*04G 0,065738 | 0,004282 4 0,070796 | 0,000000 16 p=0,999
*07G 0,183086 | 0,016427 11 0,112940 | 0,006603 23 p=0,12
*07A 0,048286 | 0,013328 4 0,050776 | 0,006603 14 p=1
*08G 0,033296 | 0,003957 2 0,033161 | 0,002212 7 p=0,999
*08A 0,000000 | 0,000000 0,002238 | 0,002212 1 p=1
*09G 0,000564 | 0,002964 0,017699 | 0,000000 4 p=0,581
*10G 0,000579 | 0,002999 0,004425 | 0,000000 1 p=1
*11G 0,084743 | 0,007783 5 0,132569 | 0,003401 31 p=0,283
*11A 0,000000 | 0,000000 0,004600 | 0,003401
*12G 0,000834 | 0,003571 0,039823 | 0,000000 9 p=0,213
*13G 0,142292 | 0,013274 9 0,129030 | 0,002907 30 p=0,834
*13A 0,008116 | 0,009218 0,003713 | 0,002907
*14G 0,016740 | 0,003078 1 0,024524 | 0,002204 5 p=0,999
*14A 0,000000 | 0,000000 0,002025 | 0,002204 1 p=1
*15G 0,066750 | 0,006554 4 0,087336 | 0,003751 20 p=0,795
*15A 0,000000 | 0,000000 0,005584 | 0,003751 1 p=1
*16G 0,045113 | 0,008744 3 0,045523 | 0,003210 11 p=1
*16A 0,004659 | 0,007310 0,003150 | 0,003210

Dla testu Fishera: p.=0,0028

#-istotne statystycznie

Poréwnanie obu grup (test permutacji), p=0,87

Test log-likelihood ratio: G*= 15.62, P=0,3373 (df = 14)
po usunigciu danych zsumowanych: G* = 13,66, p=0,3981 (df=13)

Poréwnanie grupy dzieci z wada cewy nerwowej odcinka piersiowego oraz grupy

kontrolnej w zakresie biallelicznych haplotypéw DRBI1 i TNFa(-238) (tab. 32) wykazato

brak istotnych réznic pomigdzy grupami w tescie permutacji. Podobnie w tescie G nie

stwierdzono réznicy w czestosci haplotypéw dla przedstawionego rozktadu haplotypéw,

wyliczonego jako najbardziej prawdopodobny. Dla Zadnego z haplotypéw nie uzyskano

wartosci p sugerujacych istotno$¢ statystyczna nawet bez poprawki Bonferroni.
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Tabela 33. Poréwnanie rozkladu haplotypéw biallelicznych [DRB1,TNFa(-238)]

w grupie pacjentéw z WCN odcinka ledzwiowego oraz w grupie kontrolnej

WCN (odc. ledzwiowy) Grupa kontrolna Wartos¢ p,
Haplotyp | Czestosé SD Liczba Czestosé SD Liczba dokladny
DRB1,- haplotypow haplotypow dwustronny
238 test Fishera
*01G 0,094553 | 0,007730 13 0,138714 | 0,003015 32 p=0,143
*01A 0,001716 | 0,002915 0,002879 | 0,003015
*02G 0,000087 | 0,000757 0,000000 | 0,000000
*03G 0,113994 | 0,006912 16 0,075989 | 0,006029 17 p=0,352
*03A 0,000000 | 0,000000 0,012506 | 0,006029 3 p=0,279
*04G 0,099368 | 0,006203 14 0,070796 | 0,000000 16 p=0,443
*05G 0,000131 | 0,000924 0,000000 | 0,000000
*06G 0,000172 | 0,001056 0,000000 | 0,000000
*07G 0,178553 | 0,009691 31 0,111113 | 0,006149 23 p=0,0065
[OR=2,30
(1,23-4,30)]
*07A 0,046944 | 0,005321 7 0,052604 | 0,006149 14 p=0,649
*08G 0,014945 | 0,003362 2 0,032870 | 0,002190 7 p=0,326
*08A 0,000000 | 0,000000 0,002528 | 0,002190 1 p=1
*09G 0,007949 | 0,003211 1 0,017699 | 0,000000 4 p=0,652
*10G 0,014116 | 0,002377 2 0,004425 | 0,000000 1 p=0,566
*11G 0,114757 | 0,008364 16 0,133861 | 0,003423 31 p=0,428
*11A 0,001170 | 0,002536 0,003307 | 0,003423
*12G 0,027304 | 0,005819 4 0,039823 | 0,000000 9 p=0,576
*12A 0,002801 | 0,003291 0,000000 | 0,000000
*13G 0,074735 | 0,007438 10 0,128735 | 0,003383 30 p=0,059
[OR=0,47
(0,21-1,03)]
*13A 0,000000 | 0,000000 0,004008 | 0,003383
*14G 0,022625 | 0,006462 2 0,023790 | 0,002144 5 p=0,71
*14A 0,005789 | 0,004950 2 0,002759 | 0,002144 1 p=0,566
*15G 0,121530 | 0,006876 23 0,087818 | 0,003500 20 p=0,068
[OR=1,87
(0,94-3,70)]
*15A 0,000000 | 0,000000 0,005102 | 0,003500 1 p=1
*16G 0,049887 | 0,006946 7 0,045870 | 0,002825 11 p=1
*16A 0,001579 | 0,002834 0,002802 | 0,002825
Dla testu Fishera: p.=0,0028 #-istotne statystycznie

Poréwnanie obu grup (test permutacji), p=0,37, grupy nie réznig si¢ od siebie

Test log-likelihood ratio: G*= 28.77, P =0,02555 (df = 16)
po usunigciu warto$ci zsumowanych: G*= 26,73, p=0,03105 (df = 15)

Poréwnanie grupy dzieci z wada cewy nerwowej odcinka ledZwiowego oraz grupy
kontrolnej w zakresie biallelicznych haplotypéw DRBI1 i TNFa(-238) (tab. 33) wykazato
brak istotnych réznic pomigdzy grupami w tescie permutacji. Test G wykazal natomiast
granicznie znamienng roznice czg¢stosci haplotypéw dla przedstawionego rozktadu
haplotypow, wyliczonego jako najbardziej prawdopodobny. Pomimo znamiennej wartosci
p wteScie Fishera dla jednego haplotypu nie mozna tej zalezno$ci uzna¢ za istotng

statystycznie, poniewaz wartos¢ p>p.. Nalezy zwrdci¢ jednak uwage, ze wartos¢ p=0,0065
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zbliza si¢ do p.=0,0028 dla haplotypu *07G. Koreluje to z wartosciami dla haplotypéw

triallelicznych.

4.5. Analiza odchylenia od rownowagi na skutek sprze¢zenia dla par alleli.

Aby umozliwi¢ peilna interpretacj¢ danych przedstawiono takze wyniki analizy
odchylenia par alleli od rownowagi na skutek sprzgzenia ich loci.

Wykazano odchylenie od réwnowagi dla pary alleli TNFa(-238)A 1 HLA
DRB1*07 (p=0,0001) zaréwno w calej grupie z wada cewy nerwowej jak i w grupie
kontrolnej (tab. 34 i 35).

Wykazano odchylenie od réwnowagi dla pary alleli TNFo(-308)A z HLA
DRB1#03 (p=0,0001) zaréwno dla catej grupy z wada cewy nerwowej jak i grupa
kontrolna, natomiast do granicy istotno$ci statystycznej zbliza si¢ wartos¢ odchylenia od
rownowagi alleli TNFa(-308)G z HLA DRB1*07 (tab. 36 i37), czego mozna si¢ byto
spodziewac na podstawie analizy haplotypow.

Nie wykazano natomiast znamiennego odchylenia od réwnowagi dla

poszczegdlnych par alleli locus TNFa(-308) i TNFa(-238).

63



4. Wyniki

Tabela 34. Analiza odchylenia od Tabela 35. Analiza odchylenia od

réownowagi par alleli HLA DRBI1 réownowagi par alleli HLA DRBI1

i TNFa(-238) dla calej grupy z WCN i TNFa(-238) dla grupy kontrolnej
Allele r 1 p Allele r 1 p
*01-G 0,07893 0,65 0,4209 *01-G | 0,16576 | 3,10 | 0,0781
*01-A | -0,07893 0,65 0,4209 *01-A | -0,16576 | 3,10 | 0,0781
*03-G 0,20719 4,46 0,0346 *03-G | -0,20027 | 4,53 | 0,0333
*03-A | -0,20719 4,46 0,0346 *03-A | 0,20027 | 4,53 | 0,0333
*04-G 0,16789 2,93 0,0869 *04-G | 0,17944 | 3,64 | 0,0565
*04-A | -0,16789 2,93 0,0869 *04-A | -0,17944 | 3,64 | 0,0565
*07-G_| -0,53726 | 30,02 | 0,0001# *07-G | -0,49504 | 27,69 | 0,0001#
*07-A | 0,53726 | 30,02 | 0,0001# *07-A | 0,49504 | 27,69 | 0,0001#
*08-G 0,07965 0,66 0,4167 *08-G | 0,03582 | 0,15 | 0,7033
*08-A | -0,07965 0,66 0,4167 *08-A | -0,03582 | 0,15 | 0,7033
*09-G 0,03924 0,16 0,6890 *09-G | 0,08464 | 0,81 | 0,3683
*09-A | -0,03924 0,16 0,6890 *09-A | -0,08464 | 0,81 | 0,3683
*10-G 0,05576 0,32 0,5696 *10-G | 0,04175 | 0,20 | 0,6572
*10-A | -0,05576 0,32 0,5696 *10-A | -0,04175 | 0,20 | 0,6572
*11-G 0,14306 2,13 0,1446 *11-G | 0,11798 | 1,57 | 0,2098
*11-A | -0,14306 2,13 0,1446 *11-A | -0,11798 | 1,57 | 0,2098
*12-G | -0,06827 0,48 0,4863 *12-G | 0,12997 | 1,91 | 0,1671
*12-A 0,06827 0,48 0,4863 *12-A | -0,12997 | 1,91 | 0,1671
*13-G 0,04997 0,26 0,6104 *13-G | 0,15232 | 2,62 | 0,1054
*13-A | -0,04997 0,26 0,6104 *13-A | -0,15232 | 2,62 | 0,1054
*14-G | -0,17644 3,24 0,0720 *14-G | 0,00610 | 0,00 | 0,9483
*14-A 0,17644 3,24 0,0720 *14-A | -0,00610 | 0,00 | 0,9483
*15-G 0,18595 3,60 0,0579 *15-G | 0,03852 | 0,17 | 0,6822
*15-A | -0,18595 3,60 0,0579 *15-A | -0,03852 | 0,17 | 0,6822
*16-G | -0,06309 0,41 0,5200 *16-G | -0,00396 | 0,00 | 0,9664
*16-A 0,06309 0,41 0,5200 *16-A | 0,00396 | 0,00 | 0,9664

#istotne statystycznie #istotne statystycznie
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Tabela 36. Analiza odchylenia od Tabela 37. Analiza odchylenia od

réownowagi par alleli HLA DRBI1 réownowagi par alleli HLA DRBI1

i TNFa(-308) dla catej grupy z WCN i TNFa(-308) dla grupy kontrolnej
Allele r 1 p Allele r 1 p
*01-G | 0,25223 | 6,62 | 0,0101 *01-G | 0,13359 | 2,02 | 0,1556
*01-A | -0,25223 | 6,62 | 0,0101 *01-A | -0,13359 | 2,02 | 0,1556
*03-G | -0,75670 | 59,55 | 0,0001# *03-G | -0,39280 | 17,43 | 0,0001#
*03-A | 0,75670 | 59,55 | 0,0001# *03-A | 0,39280 | 17,43 | 0,0001#
*04-G | 0,15214 | 2,41 | 0,1208 *04-G | -0,06766 | 0,52 | 0,4720
*04-A | -0,15214 | 2,41 | 0,1208 *04-A | 0,06766 | 0,52 | 0,4720
*07-G | 0,24817 | 6,41 | 0,0114 *07-G | -0,04399 | 0,22 | 0,6401
*07-A | -0,24817 | 6,41 | 0,0114 *07-A | 0,04399 | 0,22 | 0,6401
*08-G | -0,04156 | 0,18 | 0,6717 *08-G | -0,04598 | 0,24 | 0,6250
*08-A | 0,04156 | 0,18 | 0,6717 *08-A | 0,04598 | 0,24 | 0,6250
*09-G | -0,10236 | 1,09 | 0,2965 *09-G | 0,09843 | 1,09 | 0,2954
*09-A | 0,10236 | 1,09 | 0,2965 *09-A | -0,09843 | 1,09 | 0,2954
*10-G | 0,08728 | 0,79 | 0,3734 *10-G | 0,04855 | 0,27 | 0,6058
*10-A | -0,08728 | 0,79 | 0,3734 *10-A | -0,04855 | 0,27 | 0,6058
*11-G | 0,10810 | 1,22 | 0,2703 *11-G | 0,23379 | 6,18 | 0,0129
*11-A | -0,10810 | 1,22 | 0,2703 *11-A | -0,23379 | 6,18 | 0,0129
*12-G | -0,12467 | 1,62 | 0,2036 *12-G | -0,02677 | 0,08 | 0,7760
*12-A | 0,12467 | 1,62 | 0,2036 *12-A | 0,02677 | 0,08 | 0,7760
*13-G | -0,18249 | 3,46 | 0,0627 *13-G | -0,05033 | 0,29 | 0,5927
*13-A | 0,18249 | 3,46 | 0,0627 *13-A | 0,05033 | 0,29 | 0,5927
*14-G | 0,14008 | 2,04 | 0,1531 *14-G | 0,12168 | 1,67 | 0,1959
*14-A | -0,14008 | 2,04 | 0,1531 *14-A | -0,12168 | 1,67 | 0,1959
*15-G | 0,07938 | 0,66 | 0,4182 *15-G | 0,07604 | 0,65 | 0,4189
*15-A | -0,07938 | 0,66 | 0,4182 *15-A | -0,07604 | 0,65 | 0,4189
*16-G | -0,01355 | 0,02 | 0,8901 *16-G | -0,04794 | 0,26 | 0,6103
#istotne statystycznie *16-A | 0,04794 | 0,26 | 0,6103

#istotne statystycznie
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5. Dyskusja

We wstepie do dyskusji nalezy zaznaczy€, ze uzyskane wyniki naleza do réznych
kategorii wiarygodnos$ci. Cz¢$¢ z nich to obliczenia wykonane na podstawie wynikéw
uzyskanych z rzeczywistego genotypowania, i1 te nalezy uzna¢ za najbardziej wiarygodne,
natomiast pozostate oszacowane zostaly za pomoca odpowiednich metod statystycznych,
zatem w roznym stopniu przyblizaja stan rzeczywisty. Nie nalezy jednak niedocenia¢ tych
drugich, mimo, ze na ich podstawie nie mozna wnioskowac o rzeczywistej asocjacji wad
cewy nerwowej z wyliczonymi haplotypami. Aktualnie wyniki te moga ukierunkowac
przyszte badania, a ponowne wykazanie takich asocjacji bedzie najlepszym dowodem na
ich rzeczywiste znaczenie. Ponadto uwaza si¢, ze aby asocjacj¢ uznaé za istotna, nalezy
uzyska¢ niezwykle mate wartoSci p, w zasadzie niemozliwe do uzyskania dla
pojedynczego badania. Pojawiaja si¢ zatem opinie, ze do potwierdzenia asocjacji
przeprowadzenie kolejnych podobnie zaplanowanych badan jest wrgcz konieczne. Co
ciekawe, w przypadku powtérnego wykonania takich badan powtarzalne wyniki
uzyskiwano jedynie w 16-30% przypadkéw (114). Wobec uzyskanych wynikéw nie
wydaje sig, aby ktérykolwiek z analizowanych gendw mozna bylo uzna¢ za gen efektow
gléwnych rozwoju dysrafii.

W niniejszej pracy zastosowano typowy kliniczno-kontrolny model analizy,
aktualnie najczestszy w badaniach genetycznych ukierunkowanych na okreslenie
genetycznej podatnosci na okreslone choroby. Moc takiego modelu zalezy od wielu
czynnikow, takich jak sita oddzialywania danego locus (wyrazana jako iloraz szans),
czesto$¢ populacyjna alleli wywotujacych chorobe oraz wielko§¢ odchylenia od
rownowagi na skutek sprz¢zenia badanego markera z genem rzeczywiscie wywolujacym
chorobg (115). Molekularna heterogenno$¢ alleli dodatkowo utrudnia odkrycie takiej
asocjacji. Uwaza si¢ rowniez, ze analiza asocjacji bardziej nadaje si¢ do wykrywania
stabego wplywu genéw na rézne choroby, natomiast analiza sprz¢zen do wykrywania
mocnego efektu (116), a z dotychczasowych doswiadczen dotyczacych analizy podltoza
genetycznego dysrafii obecno$¢ genu o mocnym efekcie wydaje si¢ mato prawdopodobna.

Problemem wielu badan nad asocjacja wariantéw genu TNFa z réznorodnymi
chorobami jest sprz¢zenie tego genu z loci w obrgbie MHC. Poza tym kliniczno-kontrolne
badania asocjacji z zalozenia obarczone sa biedem mogacym wynika¢ z trudnosci
w odpowiednim  doborze dwéch  poréwnywanych  populacji, braku analizy

heterozygotycznego lub homozygotycznego wystgpowania markera, a przede wszystkim
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niepewnosci na ile badany fragment zawiera rzeczywisty gen odpowiedzialny za
wystgpowanie choroby, a na ile jest jedynie sprz¢zony z potencjalnym genem. Wydaje sig,
ze ta druga sytuacja ma miejsce czesciej. Bardzo duza liczba takich badan, szczegdlnie
w odniesieniu do locus TNFo charakteryzowata si¢ zbyt mala moca, aby potwierdzic¢
ewentualng asocjacje (staby wptyw genu). Z drugiej strony, w przypadku wykazania takiej
asocjacji, wynik taki nalezy traktowac¢ w kategoriach hipotezy, ktéra nalezy potwierdzic¢
w kolejnych badaniach (117).

Aby jakiekolwiek badanie kliniczno-kontrolne byto wiarygodne, niezbgdne jest
upewnienie si¢, ze grupy sa do siebie jak najbardziej zblizone. W niniejszym badaniu
wykazano brak réznic pomigdzy grupami w odniesieniu do ptci. Obie grupy zawieraja
rowniez osoby z Matopolski, co jest o tyle istotne, ze rozktad pewnych cech genetycznych
moze rézni¢ si¢ wsrdd populacji zamieszkujacych rézne regiony. Moze to wynikac
z r6znego pochodzenia tych populacji. Grupa dzieci z wada cewy nerwowej obejmuje
pacjentéw w réznym wieku. Material genetyczny pobierano zaréwno od matych
niemowlat jak 1 mtodziezy. Grupa kontrolna to osoby doroste, urozmaicona grupa
zdrowych ochotnikéw, potencjalnych dawcéw szpiku kostnego. W idealnej sytuacji
powinna ona zawiera¢ osoby wybrane losowo sposrdd catej populacji zamieszkujacej dana
okolicg. Technicznie nie jest to jednak wykonalne, chociazby z tego powodu, ze wigkszo$¢
wybranych w ten sposéb 0s6b nie zgodzitaby si¢ na bezinteresowne, inwazyjne przeciez
pobranie krwi. Prawdopodobne jest, ze osoby, ktére zgodzilyby si¢ na pobranie krwi,
w pewnym stopniu ochotnicy, bylyby zblizone do grupy ochotniczo zgtaszajacych si¢ jako
dawcy szpiku kostnego. W wielu badaniach genetycznych z grupa kontrolng korzysta si¢
zatem z dostgpnego aktualnie materialu genetycznego, ktéry niekoniecznie musi
odpowiada¢ rozktadowi zakidcajacych cech w populacji. Analiza genetyczna dotyczyla
poza tym gendéw zlokalizowanych na szdéstym chromosomie. Aby zakliéci¢ takie
oznaczenie konieczna musiataby by¢ nieréwnowaga w obu grupach w odniesieniu do cech
kodowanych przez inne geny na tym chromosomie, zaktadajac ze obszar HLA mogiby by¢
z takimi cechami sprz¢zony. Poréwnanie obu grup pod katem wszystkich takich cech jest
po prostu niemozliwe, zwlaszcza, ze czg$¢ z nich jest zapewne nieznana. Dla celéw
niniejszego badania nalezy zatem zatozy¢ podobienstwo grup, ale ostroznie interpretowac

wyniki wskazujace na asocjacje cechy z jakim$ genem lub haplotypem.
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5.1. Réwnowaga Hardy’ego i Weinberga

Jednym z podstawowych elementéw analizy genetycznej jest wykazanie zgodnosci
zréwnowaga Hardy’ego i Weinberga, jednego z paradygmatow genetyki opisujacego
wzajemna zalezno$¢ pomigdzy rozkltadem genotypow a czgstoscia alleliczna ich
sktadowych. Analiza ta wykonana zostata dla bilallelicznych polimorfizméw w zakresie
promotora genu TNFa. Wykazano brak odchylenia od réwnowagi dla polimorfizmu
TNFa(-238)G—A, natomiast stwierdzono odchylenie od réwnowagi Hardy ego
i Weinberga dla polimorfizmu TNFa(-308)G—A dla grupy kontrolnej, catej grupy z wada
cewy nerwowej oraz grupy obejmujacej pacjentow z wada cewy nerwowej odcinka
piersiowego, natomiast nie stwierdzono takiego odchylenia dla grupy obejmujacej
pacjentéw z wada cewy nerwowej odcinka ledzwiowego.

Obecnos¢ takiego odchylenia mozna tltumaczy¢ wielorako:

® Mata liczebnos¢ grupy, co sprzyja bledom w doborze analizowanych os6b

e Dob6r partnera wedlug cech pozostajacych w sprzgzeniu z analizowanym

genem

e Bardzo duza czgstos¢ mutacji w populacji lub masywna migracja oséb z innej

populacji

e Selekcja genotypow, nieréwna transmisja pozostatych alleli od rodzicow.

e Bledy w genotypowaniu, ktére w praktyce zdarzaja si¢ najczgsciej.

Przy catos$ci probleméw zwiazanych z interpretacja wynikéw odbiegajacych od
rownowagi Hardy’ego i Weinberga nalezy zaznaczy¢, ze odchyleniu temu podlega
zaréwno grupa badana jak i kontrolna, co w pewnym sensie zbliza te grupy do siebie.

Specyfika wykonywanej tu analizy genetycznej polega na tym, ze polimorficzne
allele potozone sa na tym samym chromosomie co geny HLA. HLA uwaza si¢ za jeden
z bardziej urozmaiconych zespotéw loci genowych, arozktad jego alleli jest odmienny
w poszczegdlnych populacjach zaleznie od ich pochodzenia. Malo tego, uwaza sig, ze
w lokalizacji tej czgsto$¢ rekombinacji jest bardzo mata (ponizej 1%) (74). Jest to bowiem
bardzo konserwatywny fragment genomu, co nie dziwi biorac pod uwage jak wazna
funkcje peilni w organizmie. Inni autorzy twierdza, ze rekombinacja w regionie MHC
ograniczona jest do kilku tzw. goracych miejsc (hot spots) (118). Udowodniono asocjacjg
niektérych alleli HLA z wieloma chorobami u czlowieka, w wigkszosci o etiologii
autoimmunizacyjnej. Zatem czgsciowa eliminacja z populacji niektérych z tych alleli moze

by¢ procesem doboru naturalnego zwigkszajacego zdrowie populacji. Locus genu TNFa
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jest mocno sprzg¢zony z locus DRB1 1 zwykle jest dziedziczony razem, zatem odchylenie
od réwnowagi Hardy’ego i Weinberga moze by¢ nastgpstwem tego sprz¢zenia. Z analizy
wyliczonych haplotypéw wynika, ze allel A w locus -308 znaczaco czgsciej towarzyszy
allelom *03, *07, *13 (53 sposréd 69 haplotypéw zawierajacych allel A), ajedynie
w pojedynczych przypadkach allelom *16, *15, *12, *11, *08, *04, *01, przy czym
rozklad ten jest nieco inny w grupie chorych z dysrafia i w grupie kontrolnej. W grupie
dzieci z wada cewy nerwowej z 39 haplotypéw zawierajacych allel -308A w 23 obecny
jest DRB1*03, natomiast w grupie kontrolnej DRB1*03 obecny jest jedynie w 11 z 30
haplotypéw zawierajacych allel -308A. Nie potrzeba wyliczen, aby stwierdzi¢, ze 6 z 7
przypadkéw homozygot -308AA w grupie chorych z dysrafia ma przynajmniej jeden allel
DRB1*03, w jednym przypadku jest to homozygota w zakresie tego allelu HLA. W grupie
kontrolnej na 6 homozygot -308A az w potowie nie stwierdza si¢ allelu *03. W grupie
chorych z wada cewy nerwowej odcinka piersiowego wszystkie homozygoty -308 AA maja
przynajmniej jeden allel DRB1*03, a co ciekawe w kazdym przypadku allel DRB1*03 jest
cze$Scia haplotypu zawierajacego allel -308A. W grupie dzieci z dysrafia odcinka
ledzwiowego 15 na 17 alleli DRB1*03 jest czeg$cia haplotypu zawierajacego allel -308A,
natomiast w grupie kontrolnej jest to nieco wigcej niz potowa. W analizie wykazano silne
odchylenie od réwnowagi na skutek sprzgzenia dla pary alleli TNFa(-308)A 1 DRB1*03
(r=0,75670; p=0,0001). Juz wczesniej opisywano takie odchylenie dla pary alleli -308A
1 DR3 (kodowanego przez allel DRB1*03) (91,94) jak réwniez odchylenie od réwnowagi
dla par alleli TNFo(-308G) 1 DR4 (kodowanego przez allele przez allele DRB1*04) oraz
TNFa(-308G) i DR6 (kodowanego przez niektére allele DRB1*13 i DRB1*14) (119).
W toku analizy haplotypéw w populacji rasy bialej wykazano zkolei odchylenie od
rownowagi dla par alleli DRB1*03 iTNFa(-308A) oraz DRB1*07 i TNFa(-308G).
Wyniki te sa podobne do uzyskanych w niniejszej pracy, a przy okazji uzyskane zostaty
takimi samymi metodami (120). Zgodnie z innym doniesieniem para alleli TNFa(-308A)
1 DR3 nie tylko wykazuje odchylenie od réwnowagi, ale réwniez moze dodatkowo
odpowiada¢ za zwigkszona syntez¢ TNFa (117).

Wysunig¢to réwniez hipoteze o dodatniej selekcji DR3, tzn. o czestszym
dziedziczeniu kodujacych go alleli od rodzicow niz wynikaloby z oczekiwan (czyli
50%/50%). Stwierdzono bowiem znamiennie czgstsze wystgpowanie tych antygendw
w populacji dzieci niz w populacji ich rodzicéw (121). Autorzy tej hipotezy na podstawie
swoich obliczen uwazaja, ze selekcja ta moze mie¢ miejsce na kilku etapach: tworzenia

gamet, a szczegblnie spermatogenezy, zaptodnienia oraz wczesnego okresu zarodkowego.
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Odmiennie prezentuje si¢ rowniez przekazywanie alleli kodujacych DR3 zaleznie od pici
dziecka. Dziewczynki przejmuja ten antygen z réwna czg¢stoscia od ojcow i od matek,
natomiast chtopcy dwukrotnie czgsciej od ojcéw niz od matek. Tendencja w kierunku
znamiennosci statystycznej réznicy rozktadu haplotypéw DRBI1*03-TNF(-308)A moze
w tym kontekscie odpowiada¢ za odchylenie od réwnowagi Hardy’ego i Weinberga.

Poréwnanie czgstosci genotypow locus TNFa(-308) z danymi z piSmiennictwa
(122-125), sugeruje wigksza liczb¢ homozygot AA wdanych przedstawionych
w niniejszym badaniu, co w najwigkszym stopniu odpowiada za odchylenie od réwnowagi
Hardy’ego 1 Weinberga (wartos¢ X2 dla r6éznicy wartosci obserwowanych i oczekiwanych
jest tu najwigksza i decydujaca o ostatecznym wyniku). Dane z piSmiennictwa dotycza
jednak populacji zagranicznej lub z innych okolic Polski (np. okolic Poznania, Gérnego
i Dolnego Slaska) lub innych grup (np. pacjentéw z otytoscia). Wartosci czestosci
allelicznych dla tego polimorfizmu takze réznia si¢ wedlug doniesien z réznych czgsci
Polski [od 9,3% (126) do 27% (niepublikowane dane wtasne dotyczace przedwczesnie
urodzonych noworodkéw, oznaczane ta sama metoda, w zgodzie z rtéwnowaga Hardy’ego
i Weinberga)]. Ocena zgodnosci zréwnowaga Hardy’ego i Weinberga polega na
poréwnaniu warto$ci obserwowanych z oczekiwanymi (wyliczonymi na podstawie
obserwowanych) za pomoca ré6znych testow, najcze¢scie] X2 dla jednego stopnia swobody
przy ukladzie dwuallelicznym lub doktadnym testem Hardy’ego 1 Weinberga.
Zdecydowano si¢ jednak poréwna¢ rowniez rozklad genotypéw w grupie badanej
z rozktadem opisywanym dla populacji Wielkopolski (124) za pomoca testu x*. Nie
stwierdzono statystycznej réznicy pomigdzy tymi grupami (p>0,10), czyli czgstosc¢
poszczegbdlnych genotypdw w grupie badanej jest podobna do grupy wielkopolskiej
traktowanej w tym przypadku jako obserwowana. Podobna analiza dla grupy kontrolnej
wykazata jednak r6znicg istotna statystycznie (p<0,05).

Nie jest to jedyny przypadek odchylenia od réwnowagi Hardy’ego i Weinberga
podany w pismiennictwie. Cipriano 1 wsp. opisali analiz¢ polimorfizmu TNFa(-308)G—A
w grupie oséb w podesztym wieku leczonych z powodu bakteryjnego zakazenia dolnych
drég oddechowych oraz zdrowych oséb z grupy kontrolnej. W pierwszej z grup
stwierdzono zwigkszong czgstos¢ alleliczng allelu A, ale co bardziej interesujace rowniez
odchylenie od rownowagi (p=0,045 — obliczenia wlasne na podstawie oryginalnych danych
z publikacji) (127). Znaczne odchylenie od réwnowagi, cho¢ niezgloszone przez autoréw
(p=0,0036 — obliczenia wilasne) wykazano réwniez w populacji australijskiej (128),

oznaczenie wykonano metoda RFLP najczgsciej cytowana w piSmiennictwie dla tego
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polimorfizmu (trawienie restryktaza Ncol). Odchylenie od réwnowagi Hardy’ego
1 Weinberga stwierdzili réwniez autorzy krakowscy. Zaistniata tu sytuacja odmienna, to
znaczy stwierdzono zbyt duzo heterozygot lub zbyt mato homozygot AA w poréwnaniu do
wartosci oczekiwanych (obliczenia wtasne) (125). Zaznaczy¢ nalezy, ze typowanie
wykonywano tu w grupie pacjentow otytych, co moze mie¢ wptyw na rozktad genotypow,
wykazano bowiem, ze TNFa moze wywieraé wplyw na wystgpowanie otytosci
i insulinowrazliwosci. Stwierdzono na przyklad zwigkszanie sig czg¢stosci allelicznej allelu
A wraz ze zwigkszaniem si¢ wartosci wskaznika wzglednej masy ciata (129).

Niewatpliwie kazda metoda laboratoryjna obarczona jest pewnym bigedem
oznaczenia. Na pewno dotyczy to metody opartej na polimorfizmie fragmentéw
restrykcyjnych, ktéra w duzym stopniu zalezna jest od wizualnej oceny wynikéw
trawienia. W czasie wykonywania analizy dotozono staran, aby byla ona jak
najdoktadniejsza. W przypadku watpliwych wynikéw wynikajacych z niedostatecznego
trawienia oznaczenie takie powtarzano. Ponadto dla kilku przypadkéw wykonano
sekwencjonowanie produktu dla kazdego z mozliwych genotypéw, ktdére potwierdzito
poprawno$¢ oznaczenia RFLP (ryciny 4, 5, 6, 7, 8, 9 — w rozdziale Zataczniki). Poniewaz
z wyliczen skojarzonych z danymi =z piSmiennictwa wynika, ze za odchylenie od
rownowagi odpowiada zwigkszony odsetek homozygot, przeprowadzono ponowna oceng
zdje¢ rozdziatu elektroforetycznego produktéw trawienia. Z zasady metody RFLP wynika
mozliwo$¢ popetnienia pewnych btedéw w przypadku heterozygot, gléwnie w sytuacji
niepetnego trawienia produktu PCR, jednak obraz homozygoty jest tak charakterystyczny,
ze pomytkowe jego odczytanie jest malo prawdopodobne. Oczywiscie zawsze nalezy
wzia¢ pod uwage, ze odchylenie od rownowagi jest nastgpstwem nielosowego doboru 0s6b
do grup. Poniewaz zastosowana tu metoda oznaczania polimorfizmu TNFa(-308)G— A nie
byla wczesniej opisana w piSmiennictwie, nie ma mozliwo$ci pordwnania uzyskanych tu
wynikoéw z wynikami innych badaczy uzyskanymi ta sama metoda.

Obliczenie  zgodnosci zréwnowaga Hardy’ego 1 Weinberga, chociazby
z przyblizeniem, jest o tyle istotne, ze wigkszo$¢ szacunkowych wyliczen genetycznych
zaktada zgodno$¢ genotypéw zta rownowaga, a w przypadku braku takiej zgodnosci
wiarygodno$¢ takich oszacowanh zmniejsza si¢ (130). Z drugiej strony przeprowadzone
symulacje wskazuja, ze odchylenie od réwnowagi Hardy’ego 1 Weinberga
w rzeczywistosci nie ma wigkszego wptywu na wyniki rekonstrukcji haplotypéw wedtug

algorytmu zaimplementowanego w PHASE (110).
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5.2. Geny zgodnosci tkankowej DRB1

Badanie asocjacji r6znych choréb z antygenami uktadu HLA prowadzone sa juz od
bardzo dawna. Istnieje wiele udowodnionych asocjacji antygendéw zgodnos$ci tkankowej
z r6znymi chorobami. Pierwsza odkryta asocjacja byt zwiazek HLA z choroba Hodgkina.
Ustalono réwniez, ze wigkszos¢ choréb wykazujacych asocjacj¢ z HLA to choroby na
podiozu autoimmunologicznym oraz nowotwory, natomiast znacznie rzadziej sa to
choroby zakazne. Ciekawy jest zwiazek narkolepsji, choroby bez zwiazku z zapaleniem,
z DR2, ktérego obecnos¢ zwigksza ryzyko zachorowania okoto 129 razy. Zastanawiac
moze, dlaczego osoby posiadajace geny predysponujace do choroby nie wygingly w toku
selekcji naturalnej. Uwaza sig, ze geny te musza w jakis sposob chroni¢ przed innymi
powszechnymi chorobami. Typowym przykladem jest haplotyp HLA DRB1*1302-
DQB1*0501 zwigkszajacy odpornos¢ na malarig (72).

Asocjacja genu HLA z choroba moze mie¢ charakter recesywny, jak na przyktad
w cukrzycy typu 1., lub dominujacy, jak w przypadku HLA-B27 1 zesztywniajacego
zapalenia krggostupa. U okoto 1/3 oséb spotyka si¢ 12 konserwatywnych haplotypéw
genow HLA od HLA-B do DR/DQ. W sytuacjach takich wiadomo, ze ewentualna
asocjacja z pojedynczym allelem w obrgbie takiego haplotypu oznacza w rzeczywistosci
asocjacj¢ z calym haplotypem, co niezwykle utrudnia interpretacj¢ takich danych.
Najczestszymi rozszerzonymi haplotypami u rasy biatej sa [HLA-B8, SCO1, DR3] oraz
[HLA-B7, SC31, DR3].

Ciekawa asocjacja dotyczy wrodzonego przerostu nadnerczy wywolanego mutacja
21-hydroksylazy steroidowej. W Europie stwierdzono asocjacj¢ tej choroby z HLA-B14,
HLA-B47, HLA-DR1 i HLA-DR7. Okazalo si¢ p6zniej, ze wymienione geny wchodza
w sktad konserwatywnych rozszerzonych haplotypéw loci obejmujacych migdzy innymi
gen 21-hydroksylazy. Homozygoty pod wzgledem jednego z tych haplotypéw [HLA-B47,
FC91,0, DR7] praktycznie zawsze choruja na cigzka posta¢ wrodzonego przerostu
nadnerczy (131). Wykazanie asocjacji zjednym allelem haplotypu moze zatem
doprowadzi¢ do fatszywych wnioskéw. Z drugiej strony rzadkie wystgpowanie allelu
HLA-B47, wystgpujacego praktycznie zawsze w obrebie opisanego wyzej rozszerzonego
haplotypu, pozwala z duzym prawdopodobienstwem okresla¢ nosicieli zmutowanego genu
21-hydroksylazy poprzez identyfikacjg allelu HLA.

Idea badan asocjacji MHC z wadami cewy nerwowej wynika z bliskos$ci genu T

uwazanego za jednego z kandydatéw warunkujacych powstawanie tej wady. Oczywiste
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jest, ze podobnie jak w przypadku wrodzonego przerostu nadnerczy, niekonieczne sam gen
jest odpowiedzialny za powstanie wady, gdyz moze on by¢ po prostu mocno sprz¢zony
z innym genem. W zwiazku z tym trwaja poszukiwania homologicznego genu u cztowieka
zlokalizowanego w bliskosci genéw HLA. Badania nad zwiazkiem uktadu HLA z wadami
cewy nerwowej sa dosc¢ liczne. Ich wyniki sa jednak niejednoznaczne. Czgsci autoréw nie
udalo si¢ wykaza¢ asocjacji poszczegdlnych antygenéw (132,133), podczas gdy inni
wykazali asocjacje wad cewy nerwowej z antygenem HLA-B27 (134), cho¢ badanie
przeprowadzone na innej grupie nie potwierdzito tego faktu (135). Rogala i wsp.
stwierdzili na przyktad, Ze u pacjentéow z wada cewy nerwowej odcinka piersiowo-
ledzwiowego czgstos¢ HLA-B27 (okoto 50% pacjentow) byta okoto czterokrotnie wigksza
niz w wadach o nizszej lokalizacji oraz dwunastokrotnie wigksza niz w catej populacji
(21). Bobrow i wsp. stwierdzili takze zwigkszona czesto§¢ wad cewy nerwowej u dzieci
rodzicéw posiadajacych haplotyp Al, B8 (136).

W pismiennictwie opisano rodziny, u ktérych podejrzewa si¢ silne sprzgzenie genu
wywolujacego wade cewy nerwowej z HLA. Obserwowano dominujacy typ dziedziczenia
z niepelna penetracja, natomiast nie ma danych potwierdzajacych, ze gen ten
spokrewniony jest z genem T u myszy (137).

W badaniach rodzinnych prébowano réwniez ocenié, czy posiadanie wspdlnego
antygenu HLA-A, -B lub -DR wplywalo na cz¢sto$¢ spontanicznych poronien lub wad
cewy nerwowej. W kilku badaniach stwierdzono taka sktonno$¢ przy wsp6lnym antygenie
HLA-A u obu rodzicéw, natomiast nie wykazano takiego zwiazku w przypadku antygenéw
HLA-B 1-DR (138). Schacter i wsp. réwniez stwierdzili czgstsze wspotdzielenie alleli
HLA-A i-B urodzicéw dzieci z wadami cewy nerwowej lub poronieniami w wywiadzie
(139). Autorom zarzucano jednak nieprawidtowy dobdr grupy kontrolnej. W badaniach
przeprowadzonych w Polsce nie potwierdzono jednak tych wynikéw, poniewaz rozktad
par o wspdlnych allelach HLA klasy A i B byl podobny w grupie z wada cewy nerwowej
1 kontrolnej, zatem HLA klasy I u rodzicéw nie wptywa na wystapienie dysrafii (135).

W niniejszym badaniu w catej grupie dzieci z wada cewy nerwowej najczestszymi
grupami alleli DRB1 byly *07 (23,6%), *01, *03 1 *11 (wszystkie po 11,5%), *15 (10,5%)
oraz *13 (9,6%). W grupie kontrolnej najczgstsze allele to *07 (16,4%), *01 (14,2%), *11
(13,7%), *13 (13,3%), *15 (9,3%) oraz *03 (8,8%). Nieco odmienne wyniki uzyskano
w innych czg¢$ciach Polski. W grupie zdrowych dawcow okolic f.odzi najczestsze grupy
alleli to *01 (17%), *15 (14,4%), *04 (14,1%), *07 (14%), *03 (10,7%) i *11 (10,7%)
(107), w populacji wielkopolskiej *15 (16%), *01 (15%), *07 (12%), *13 (11,6%), *04
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(10,54%), *03 (8,1%) (106). Wyraznie widac, ze czgstosci wigkszosci z nich sa zblizone,
cho¢ mozna zaobserwowac pewne rozbieznosci (gtéwnie *01). Rzuca si¢ natomiast w oczy
wyrazna réznica w czestosci grupy *07 w badanej grupie z wada cewy nerwowej oraz
grupie kontrolnej, grupie z okolic f.odzi i grupie wielkopolskiej. Czgstos¢ *07 w calej
grupie z wada cewy nerwowej oraz w grupach z dysrafia na poziomie lgdzwiowym
1 piersiowym wynosi stale ponad 23%, a réznica zblizajaca si¢ do istotnosci statystycznej
(bez poprawki Bonferroni) pomiedzy cata grupa z wada cewy nerwowej i grupa kontrolna
wynika po prostu z wigkszej liczebnosci. W §wietle podobnej czestosci *07 w grupie
kontrolnej i populacji z okolicy Lodzi, jak réwniez w wigkszosci krajow Europy (tzn.
czgstos$¢ ta jest podobna lub mniejsza) (107), mozna z pewnym prawdopodobienstwem
zatozy¢, ze wtym przypadku poprawka Bonferroni jest zbyt konserwatywna i moze
prowadzi¢ do wyciagni¢cia fatszywych wnioskéw (OR wynosi 1,57). T¢ nadmierna
konserwatywnos¢ poprawki Bonferroni pogtebia takze fakt odchylenia od réwnowagi na
skutek sprzgzenia dla niektérych par alleli DRB1 1 polimorfizméw promotora TNFo [na
przyktad DRB1*03 i TNFa(-238)A]. Allele DRB1*07 daja bardzo charakterystyczny
wzorzec prazkéw na pasku do hybrydyzacji (tylko 2 prazki — 17 i 27), przez co pomytka
w typowaniu tego allelu jest mato prawdopodobna, bo tego typu zestawienie nie wystgpuje
w zadnym innym allelu (prazek 17 wystgpuje tylko w tym allelu). Publikacja opisujaca
czestos$¢ poszezegoblnych fenotypow w zakresie DRB1 (nosicielstwa poszczegdlnych alleli)
nie pozwala na okreslenie czgstosci allelicznej. Czgstos$¢ fenotypu *07 wynosi w tej grupie
23% (108), natomiast w grupie poddanej niniejszemu badaniu odpowiednio 41% w cale]
grupie z dysrafia 1 28% w grupie kontrolnej (ré6znica pomigdzy grupa z dysrafia i grupa
kontrolng istotna statystycznie, p=0,0438 w tescie x>, OR=1,78). W grupie wroctawskiej
oceniano fenotyp DR (antygen) i na jego podstawie wyliczano czgstos¢ alleliczna. Antygen
DR7 obserwowano u niecatych 28%, co odpowiada czestosci allelicznej okoto 14,5%
(105). Jest to wartos¢ zblizona do grupy kontrolnej, natomiast znacznie odbiegajaca od
calej grupy dzieci z wada cewy nerwowej. Inne doniesienie z regionu Polski potudniowo-
zachodniej pokazuje, ze czesto$¢ alleli *07 wynosi tylko 10,8% (B. Nowakowska,
doniesienie osobiste). Istnieje réwniez wyrazna réznica w czestosci allelu *04 u dzieci
z wada cewy nerwowej (9,1%) 1 w grupie kontrolnej (7%) a grupa z okolic Lodzi (14,1%).
Moze to wskazywa¢ na nieco inny rozktad alleli DRBI, a w konsekwencji na inne
pochodzenie tych populacji lub by¢ wynikiem nielosowego doboru populacji.

W badaniach populacji okolicy fodzi stwierdzono, ze odsetek heterozygot

w zakresie HLA DRB1 wynosit okolo 88,3%, natomiast w populacjach europejskich
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wynosi okoto 91-94% (107). W populacji wielkopolskiej odsetek heterozygot to 93%
(106). W populacji poddanej niniejszemu badaniu wynosi on 87,5% w calej grupie
z dysrafia i 90% w grupie kontrolnej, miesci si¢ zatem posrodku.

Nie ustalono dotychczas roli, jaka antygeny zgodnosci tkankowej moga pelni¢ na
wczesnym etapie rozwoju zarodka, aczkolwiek ich ekspresj¢ stwierdzono juz
u kilkutygodniowych embrionéw. Moze to odbywac¢ si¢ na przyktad dzigki sprz¢zeniu
z innymi istotnymi genami. W tzw. szerokim regionie MHC obejmujacym okoto 8
milionéw par zasad zlokalizowano gen HFE, ktérego produkt uczestniczy w transporcie
zelaza poprzez interakcje z transferyna i jej receptorem. Mutacja tego genu odpowiedzialna
jest za powstawanie hemochromatozy. Budowa biatka Hfe jest homologiczna do
czasteczek HLA. Istnieja hipotezy, ze regulacja dostgpnosci zelaza moze by¢ jednym
z mechanizméw kontrolujacych wzrost komérek w trakcie rozwoju zarodka (140), nie
wykazano natomiast bezposredniego wptywu HLA na t¢ dostgpnos¢ mimo fizycznej
bliskosci samych genéw. Wykazano jednak zwigkszong czgstos¢ antygendw HLA-A3
i HLA-B14 u chorych na hemochromatoz¢ (141), co aktualnie tlumaczy si¢ sprzezeniem
loci HLA i HFE. Dzigki temu sprzezeniu odkryto jak rzadko dochodzi do rekombinacji
w obrgbie tego odcinka genomu. Czgstos¢ rekombinacji jest tu jedna z najrzadszych
w genomie czltowieka i1 wynosi okoto 0,19% na 1 milion par zasad (142), czyli okoto
pieciokrotnie rzadziej niz w innych regionach. Z drugiej jednak strony wysunigto
koncepcje, ze ograniczenie rekombinacji dotyczy tylko niektérych haplotypéw, natomiast
w przypadku innych alleli HLA crossing-over zachodzi z normalna czgstoscia (140).

Nieco lepiej udowodniony jest wplyw HLA na przetrwanie cigzy. Wykazano
bowiem, ze zgodno$¢ rodzicéw pod wzgledem alleli ré6znych locus poszczegdlnych MHC,
azwlaszcza zgodno$¢ pod wzgledem niektérych rozszerzonych haplotypéw jest
czynnikiem ryzyka utraty ciazy z ilorazem szans si¢gajacych prawie 4,4 (143).

Glushkov 1 wsp. opisali rowniez inng ciekawa wlasciwos¢ HLA DR. Mianowicie,
jezeli u obu rodzicow wystgpowal HLA-DR3, to w zadnym przypadku ich dziecko nie
dziedziczylo tego allelu. W przypadku innych alleli stwierdzano, ze jezeli rodzice posiadali
inny wsp6lny antygen HLA-DR, to wzadnym przypadku nie stwierdzono
homozygotycznosci w zakresie tego allelu wudziecka (121). Odmienny wzorzec
dziedziczenia niektorych alleli (takze DRS 1 DR7) w zaleznosci od pici dziecka badacze
tlumacza mozliwos$cia interakcji z genami zlokalizowanymi na chromosomach piciowych.
Uwazaja oni, ze¢ MHC wraz z genami kodowanymi na chromosomie Y odpowiada¢ moga

za interakcje pomigdzy komoérka jajowa i plemnikiem, pomig¢dzy komérkami dzielacej sig
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zygoty oraz pomigdzy zygota a endometrium. Ostateczny wynik tych interakcji moze
uzaleznia¢ zdolnos¢ gamet do zaptodnienia oraz zarodka do implantacji w endometrium.
Na etapie tym niektére zarodki moga by¢ eliminowane. Taka ujemna selekcja moze na
przyktad eliminowa¢ zarodki predysponowane do zaburzen rozwojowych, by¢ moze
rowniez wad cewy nerwowej. Hipoteza ta zaklada bardzo wczesna ekspresj¢ antygendow
HLA 1II klasy. Dotychczas nie udato mi si¢ jednak zidentyfikowa¢ publikacji badajacych
moment ekspresji takich antygenéw w rozwijajacym si¢ zarodku. Jednak hipoteza udziatu
HLA II klasy w nawykowych poronieniach, ktére maja miejsce przed 9 tygodniem ciazy
sugeruje bardzo wczesna ich ekspresj¢ (121). Badacze koreanscy stwierdzili obecnos¢
czasteczek DR na tymocytach ptodu juz przed 12 tygodniem ciazy (144), jednak jest to
do$¢ pézno z punktu widzenia neurulacji. Jeszcze wcze$niej, bo juz w34 dniu po
zaptodnieniu, czasteczki HLA-DR stwierdzono na komoérkach linii erytrocytarnej oraz
makrofagach w zatokach watroby (145). Wzglednie rzadkie wystgpowanie homozygot
w zakresie genéw HLA, wykazano réwniez w pewnych zamknigtych populacjach
zamieszkujacych Poétnocna Amerykeg. Zjawisko to jak poczatkowo sadzono wynikato
z lepszej przezywalnosci osobnikéw heterozygotycznych, lecz pdzniej stwierdzono, Ze ten
polimorfizm wystgpuje juz u noworodkéw. Prawdopodobne jest zatem, ze po zaptodnieniu
dochodzi do negatywnej selekcji zmniejszajacej odsetek homozygot HLA. Na szczeg6lne
ryzyko poronienia narazone sa zarodki homozygotyczne wzgledem HLA oraz wykazujace
duza zgodnos¢ w zakresie HLA z matka. Mniejsza liczba homozygot w populacji moze
wynikac tez z ciekawego faktu, ze dobdr partneréw zaleze¢ moze réwniez od HLA. Ludzie
dobierajac sobie partneréw preferuja osoby z odmiennym garniturem HLA, przez co
odsetek homozygot jest mniejszy niz wynikaloby to z obliczen na podstawie czg¢stosci
wystgpowania (72).

Inne antygeny, DR2 iDR6, moga predysponowa¢ do czestych poronien,
prawdopodobnie w wyniku interakcji immunologicznej organizmu matki i ptodu (146).
Mozna domniemywac, ze skoro obecnos¢ DR2 zwiazana jest z czg¢stszym wystgpowaniem
niedoboréw odpornosci, to eliminacja takiego antygenu juz na etapie interakcji pomigdzy
uktadem immunologicznym matki iplodu moze zapobiegaé wystgpowaniu takiego
niedoboru (121). Skoro tak, hipotetycznie moze to odnosi¢ si¢ do kazdej potencjalnie
smiertelnej lub cigzkiej wady wrodzonej. Inna mozliwos¢ to zwigkszona lub zmniejszona
oporno$¢ zarodkow wykazujacych ekspresje poszczegélnych alleli DRB1 na teratogeny
srodowiskowe. W takiej sytuacji nalezatoby si¢ spodziewaé czegstszego wystepowania

pewnych alleli u dzieci z dang wada wrodzona. Pewna analogiczna sytuacja ma miejsce na
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przykitad w przypadku dziewczynek z zespotem Turnera. Wiadomo, ze monosomia X jest
jedna z najczegstszych aberracji chromosomalnych spotykanych w poronionych ptodach,
jednak pewna liczba tych plodéw przezywa, co §wiadczy o tym, ze proces naturalnej
selekcji wewnatrzmacicznej nie jest doskonaty.

Antygenem ,sprzyjajacym” przezywalnosci jest DRS kodowany przez HLA
DRBI1*11 1*12, ktéry zwigksza odpornos¢ na niektdre zakazenia. Wykazano czgste
wystgpowanie tych alleli w populacji rosyjskiej (121). W analizowanej grupie
obserwowana czgsto$¢ alleliczna wynosi okoto 13,5% w calej grupie z dysrafia oraz 17,7%
w grupie kontrolnej (réznica nieistotna statystycznie, p=0,3 w tescie Xz).

Antygeny DR byly juz przedmiotem badan u pacjentow z wada cewy nerwowej.
Wykazano mianowicie, ze cz¢stos¢ fenotypowa alleli DRB1*07 jest zwigkszona u chorych
wykazujacych uczulenie na lateks (a zwtlaszcza z obecno$cia przeciwciat przeciwko
najwazniejszemu antygenowi lateksowemu Hev bl) w poréwnaniu z chorymi bez takiego
uczulenia oraz z grupa kontrolna zdrowych oséb. Nie wykazano natomiast réznicy w jego
czestosci fenotypowej pomiedzy grupa z dysrafia a zdrowa grupa kontrolna. Z drugiej
jednak strony autorzy nie przedstawili czgstosci allelicznej alleli DRB1 ani charakterystyki
grupy z wada cewy nerwowej pod wzgledem lokalizacji wady, co moze mie¢ pewne
znaczenie w interpretacji wynikéw (147). W niezaleznym badaniu dotyczacym oséb bez
wad cewy nerwowej réwniez potwierdzono zwiazek alergii na lateks z DRB1*07, ale takze
z DRB1*03 (148), ktéry wystepuje z podobna czgstoscia w grupie z wada cewy nerwowej
1 grupie kontrolnej przedstawianych w niniejszym badaniu.

W analizie niniejszej nie kontrolowano uczulenia na lateks z uwagi na brak dostgpu
do oséb, od ktérych uzyskano DNA. Nie da si¢ jednoznacznie stwierdzi¢, dlaczego u os6éb
z dysrafia alergia na lateks wystepuje czesciej. Wigkszo$¢ badaczy zgadza sig, ze duzy
wplyw ma tutaj liczba przebytych zabiegéw operacyjnych. Jest ona najwigksza u chorych
z wodogtowiem i drenazem komorowo-otrzewnowym i u tych chorych alergia na lateks
wystepuje najczegsciej, nawet do 51% (149). Kolejnym czynnikiem ryzyka byty zabiegi
urologiczne oraz konieczno$¢ cewnikowania, atakze ple¢ meska; w grupie tej nie
stwierdzono natomiast réznicy w czestosci uczulenia na lateks u chorych z drenazem
komorowo-otrzewnowym i bez niego (150). Inni autorzy potwierdzaja zaleznos¢ uczulenia
na lateks od liczby przebytych zabiegéw, nie potwierdzaja jednak zaleznosci od pici (151).

DRB1*07 wykazywat rowniez asocjacje z innymi chorobami. Nosicielstwo DR7
bylo na przyktad czgstsze uoséb nieodpowiadajacych na szczepienie przeciwko

wirusowemu zapaleniu watroby typu B. DR7 wspdlnie z DR3 wykazuje asocjacjg
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z glutenowrazliwa  enteropatia. =~ DR7  czeSciej wystgpuje takze  w tuszczycy.
Charakterystyczne jest, ze w wielu przypadkach istnienia dwéch marker6w wykazujacych
asocjacj¢ z choroba, uktad heterozygotyczny pomigdzy nimi wystgpuje czesciej niz kazdy
z homozygotycznych uktadéw osobno (131). Warto jednak zauwazy¢, ze patogeneza tych
choréb obejmuje reakcj¢ immunologiczna, azatem proces, w ktorym antygeny HLA
z zatozenia uczestnicza.

Liczni badacze wysuwaja hipoteze, ze pewne sklonnosci pacjentow z wada cewy
nerwowej takie jak opdznienie wzrastania, nawracajace zakazenia i uczulenia na lateks nie
wynikaja z nieprawidlowosci anatomicznych oraz zwigkszonej liczby zabiegéw (a wigc
i ekspozycji na lateks), ale stanowia element samej patologii prowadzacej do wady.
Sugeruje si¢ istnienie zaburzen proliferacji we wszystkich komodrkach ustroju. Takie
zaburzenia proliferacji opisywano na przykladu u myszy ct, ale réwniez u dzieci z dysrafia
opisano nieprawidtowosci proliferacji limfocytow w odpowiedzi na stymulacjg. Co
ciekawe, udzieci zwada cewy nerwowe] odpowiedz limfocytéw na stymulacjg
fitohemaglutyning byta wigksza niz w grupie kontrolnej (152). Taka nadmierna sklonnos¢
komérek do proliferacji opisywano wczesniej w neuroepithelium, cho¢ wg niektérych
autor0w wydaje si¢ ona niezbgdna dla prawidlowego przebiegu zamykania si¢ cewy
nerwowej (153). TNFo oraz HLA niewatpliwie wywieraja wptyw na funkcjonowanie
komérek uktadu odpornosciowego jakimi sa limfocyty, jednak wobec uzyskanych tu
wynikow jest mato prawdopodobne, aby ta réznica w proliferacji komoérek wynikata z tego

oddzialywania.
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5.3. Polimorfizmy promotora genu dla TNFa

5.3.1. Polimorfizm G—A w locus -308 promotora genu dla TNFa

W przedstawianym badaniu nie udato si¢ wykazac¢ asocjacji poszczegdlnych alleli
polimorfizmu -308G—A promotora genu dla TNFa z wada cewy nerwowej, przy czym
dotyczy to zaréwno czgstosci allelicznej jak irozktadu genotypowego i fenotypowego.
Mozna bylo oczekiwa¢ takiego wyniku, gdyz jak wspomniano wcze$niej nie wykazano
bezposrednio udziatu tej cytokiny w neurulacji. Wszelkie zalozenia opieraly si¢ jedynie na
teoretycznych przestankach wynikajacych ze sprz¢zenia z gtéwnymi allelami HLA oraz
ewentualnym zwiazkiem z czgstszym wystgpowaniem pewnych zaburzen u oséb z wadami
cewy nerwowej. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze w przypadku dysrafii odcinka piersiowego,
roznica czgstosci allelicznych pomigdzy ta grupa a grupa kontrolng byla na granicy
istotnos$ci statystycznej. Badacze zaktadajacy zamykanie si¢ cewy nerwowej w réznych
miejscach zaktadaja takze r6zna ekspresje gendéw i bialek w tych miejscach, co mogloby
tlumaczy¢ takze inny rozktad polimorfizmu w zakresie promotora genu dla TNFa.

Ciekawe sa znaczne réznice czgstosci tego polimorfizmu w r6znych populacjach na
caltym $wiecie. Uwaza sig, ze wsrdd rasy biatej allel A wystepuje z czgstoscia 16-27%,
podczas gdy w Japonii jest on niezwykle rzadki (154,155). Wedlug wynikéw uzyskanych
w niniejszej pracy czgstos¢ alleliczna dla allelu A wynosi 18% w grupie z wada cewy
nerwowej 1 14% w grupie kontrolnej, sa wigc to wartosci zblizone do cytowanych
w pismiennictwie dla rasy biatej.

Aktywno$¢ TNFa odpowiada za wiele choréb uktadu nerwowego. Wykazano jego
niszczace dziatanie na mieling poprzez stymulacje apoptozy oligodendrocytow.
W badaniach na zwierzgtach stwierdzono szybkie zwigkszenie ekspresji mRNA dla TNFa
na skutek zamknigcia tetnicy srodkowej mézgu (89). W naczyniach mézgowych cytokiny
moga indukowac ekspresj¢ czasteczek adhezyjnych oraz aktywowaé¢ komoérki mikrogleju
oraz proces demielinizacji, z drugiej strony TNFo powoduje proliferacje astrocytéw.
Stwierdzono takze, ze wptywa on na proliferacj¢ oraz réznicowanie nerwowych komorek
progenitorowych. Rola TNFa w uszkodzeniu uktadu nerwowego jest niewatpliwa.
Wykazano zwigkszenie jego st¢zenia w mézgu po kazdym urazie osrodkowego uktadu

nerwowego. Z drugiej strony w pewnych sytuacjach, na przyktad po podaniu
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neurotoksycznie dzialajacego glutaminianu, TNFa moze dziata¢ neuroprotekcyjnie. Wady
cewy nerwowej roznig sig¢ od takich zaburzen, poniewaz w ich patogenezie proces zapalny
nie odgrywa istotnej roli, przynajmniej na etapie neurulacji. Uwaza si¢ jednak, ze w zyciu
wewnatrzmacicznym ekspozycja otwartej ptytki nerwowej na ptyn owodniowy oraz
mechaniczny ucisk przez btony owodniowe sprzyja dalszym uszkodzeniom, pogtebiajac
migdzy innymi zaburzenia unerwienia doogonowo w stosunku do dysrafii (hipoteza
,podwdjnego uderzenia”) (156). Oile proby chirurgicznego leczenia dysrafii
wewnatrzmacicznie przynosza pewne pozytywne wyniki, otyle wydaje si¢ mato
prawdopodobne, aby stopien uszkodzenia wewnatrzmacicznego i wynik postgpowania
chirurgicznego zalezaty od polimorfizmu promotora genu dla TNFa.

Polimorfizm -308G— A promotora genu dla TNFa jest jedna z lepiej przebadanych
cech genetycznych. Jego znaczenie moze wynika¢ zar6wno z domniemanego izolowanego
wptywu na produkcje TNFa jak réwniez z faktu, ze jest on czgscia rozszerzonego
haplotypu HLA-A1-B8 -DR3-DQ2 (93). Zgodnie z oczekiwaniami, asocjacje wykazano
przede wszystkim w chorobach, w ktérych TNFa moze wptywac na stan zapalny lub
metabolizm. Stwierdzono asocjacj¢ tego polimorfizmu z przebiegiem malarii mézgowej,
opornos$cia na insuling, otytoscia, zwigkszonym stezeniem leptyn (81,157), natomiast inne
badania nie potwierdzily zwiazku ze stopniem otylosci, st¢zeniem glukozy na czczo ani
stgzeniem insuliny (158); nie wykazano takze takiej asocjacji z przebiegiem
reumatoidalnego zapalenia stawéw (124,159) oraz posocznicy (92). Wykazano natomiast
silna asocjacje allelu -308A z przebiegiem wstrzasu septycznego; allel ten byt on
znamiennie czestszy u oséb zmarlych z powodu wstrzasu oraz czgsciej wystgpowat
u chorych ze wstrzasem wzgledem zdrowej grupy kontrolnej. Dodatkowo, wszyscy chorzy
we wstrzasie septycznym bedacy homozygotami pod wzgledem tego allelu zmarli,
natomiast $miertelno§¢ wsrdd chorych posiadajacych allel A byla znamiennie wigksza
od chorych bez tego allelu (92). Wykazano znamienna asocjacj¢ polimorfizmu
TNFa(-308)G—A z astma oskrzelowa (160) oraz przewleklym zapaleniem oskrzeli,
a takze z widkniejacym zapaleniem pecherzykéw ptucnych (fibrosing alveolitis) (161). Co
ciekawe, wigksze ryzyko rozwoju astmy oskrzelowej stwierdzono dla allelu G zwiazanego
ze zmniejszona ekspresja TNFo (160). Genotyp charakteryzujacy si¢ zwigkszeniem
ekspresji TNFa wykazuje najsilniejsza asocjacj¢ z nasileniem procesOw odrzucania
narzadéw po przeszczepach (serca, nerek oraz watroby), szczegélnie o typie odrzucania

ostrego (162).
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Asocjacje polimorfizmu w pozycji -308 bada si¢ nie tylko w chorobach zapalnych.
Prébowano wykazaé asocjacjg allelu -308A z niewydolnos$cia serca, jednak wyniki badanh
byly negatywne (163). Prébowano analizowaé¢ jego udzial w patogenezie otytosci,
miazdzycy naczyn czy tez procesach oksydacyjnych (128). Stwierdzono pozytywna
asocjacj¢ allelu A ze zwigkszona aktywnoscia dysmutazy ponadtlenkowej oraz ze
zwigkszonym stezeniem homocysteiny, natomiast nie wykazano takiej dodatniej asocjacji
z otyto$cia oraz ze zwigkszonym wskaznikiem wzglednej masy ciala, a takze z miazdzyca
naczyn wiencowych, cukrzyca, nadci$nieniem, przebytym zawalem serca lub niestabilna
dusznica bolesna (81,128). Stwierdzono natomiast asocjacje¢ haplotypu obejmujacego
migdzy innymi allel TNFoa(-308)A 1 TNFa(-238)G =z choroba Alzheimera (164).
W populacji Polski stwierdzono korelacj¢ allelu A wlocus -308 zkliniczna remisja

nieziarniczego chioniaka (91).

5.3.2. Polimorfizm G—A w locus -238 promotora genu dla TNFa

Polimorfizm ten jest znacznie mniej przebadany, co wynika zaréwno z faktu, ze
zostal odkryty pozniej, jak i braku licznych dowodéw na jego znaczenie czynnosciowe.
W grupach opisywanych w niniejszym badaniu czgsto$¢ alleli tworzacych polimorfizm
TNFa(-238)G—A byta podobna izblizona do czestosci opisywanych przez jego
odkrywcow (94). Réznic pomigdzy grupami badanymi a grupa kontrolna nie stwierdzono
zarbwno w odniesieniu  do czegstosci allelicznej jak 1irozktadu genotypowego
i fenotypowego.

Mimo, ze polimorfizm ten jest dobrze poznany i jest czgstym obiektem badan,
dotychczas wykazano asocjacjg jego alleli z niewieloma stanami klinicznymi. Polimorfizm
ten wykazuje zwiazek z przebiegiem reumatoidalnego zapalenia stawéw (81),
zesztywniajacego zapalenia stawow krggostupa oraz ze zmniejszona opornoscia na
insuling (158), aczkolwiek nie wykazano jego wptywu na produkcj¢ TNFa (81). Obecnos¢
allelu A tagodzita przebieg reumatoidalnego zapalenia stawdéw (165). Z kolei Kaluza 1 wsp.
stwierdzili znamiennie czgstsze wystgpowanie allelu A wuchorych na tuszczyce,
jednoczesnie stwierdzajac, ze allel ten znamiennie zmniejsza syntez¢ TNFoa w odpowiedzi
na stymulacje (166). Ciekawe obserwacje poczyniono uniemowlat z dysplazja
oskrzelowo-plucna. Okazalo sig, ze allel A rzadziej wystgpuje udzieci z dysplazja
oskrzelowo-plucna, aco ciekawsze, homozygoty AA zupelnie na t¢ chorobg nie

chorowaty. Mozna domniemywac, ze allel A zmniejszajac produkcje TNFa pelni w tym
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przypadku funkcj¢ ochronna (167). Wykazano réwniez, ze allel A zmniejsza ryzyko
zachorowania na niektére nowotwory ztosliwe (168). U chorych na goraczke reumatyczng
w Meksyku stwierdzano czgstsze wystgpowanie allelu G w locus -238 oraz czgstsze
wystgpowanie allelu A w locus -308 (169). TNFa prawdopodobnie réwniez wplywa na
rozwdj choroby alkoholowej watroby, przy czym u nosicieli allelu -238A obserwowano
cigzsza posta¢ choroby (101).

Polimorfizmy w locus -238 oraz -376 promotora genu dla TNFa wykazuja wyrazne
odchylenie od réwnowagi na skutek sprzezenia (170). Rzadszy allel polimorfizmu -238A
wykazywal takie odchylenie w stosunku do alleli DRB1*03 oraz DRB1*07 (94).
W analizowanych tu grupach stwierdzono odchylenie od réwnowagi dla pary allelu A
i DRB1*03 (staba korelacja) oraz allelu A i DRB1*07 (silna korelacja). W grupie badane;j
13 z 14 alleli A wystgpowato razem z DRB1*#07, natomiast w grupie kontrolnej zwiazek
taki dotyczyt 14 sposrod 20 alleli A.

Biorac pod uwage wyniki uzyskane w niniejszym badaniu oraz analiz¢ roli
polimorfizmu G—A wlocus -238 promotora genu dla TNFa wydaje si¢ mato
prawdopodobne, aby polimorfizm ten mial jakiekolwiek znaczenie w etiologii wad cewy
nerwowe;j.

Opisane powyze] badania stanowa jedynie niewielki wycinek prac naukowych
dotyczacych catego szlaku zwiazanego z TNFa. W promotorze genu dla TNFa opisuje si¢
jeszcze inne polimorfizmy, tacznie 11, cho¢ wigkszos$¢ z nich jest rzadka (171). Niektore
znich maja jednak znaczenie czynnosSciowe. Uwaza si¢ na przyklad, ze polimorfizm
TNFa(-863)C—A takze wptywa na transkrypcje¢ genu dla TNF; zmniejszenie st¢zenia tej
cytokiny wiaze si¢ z allelem -863A, ktérego obecno$¢ wptywa na wiazanie si¢ biatek
jadrowych z miejscem transkrypcji, aszczegélnie czynnika jadrowego NF-xB (81).
Niedawno wykazano asocjacj¢ allelu -857C w promotorze genu dla TNFa z nieswoistymi
zapaleniami jelit, nie wykazano natomiast takiej asocjacji dla polimorfizmu w locus -308
(172). Polimorfizm ten wptywa réwniez na wigzanie z czynnikami transkrypcyjnymi.

Badania naukowe oprécz wiedzy teoretycznej powinny mie¢ rOwniez znaczenie
praktyczne. Rosnace znaczenie ma na przyktad farmakogenetyka, nauka o wplywie genéw
na skuteczno$¢ farmakoterapii. Badania takie prowadzono réwniez w odniesieniu do
TNFo, gtéwnie w chorobach zapalnych tkanki lacznej. Stwierdzono na przyktad, ze
w chorobach, w ktérych antagonisci czynnika martwicy guza przynosza wymierne
korzysci kliniczne, stezenie tej cytokiny nie musi by¢ zwigkszone. W przypadkach

reumatoidalnego zapalenia stawow stwierdzono zalezno$¢ odpowiedzi po podaniu
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antagonistow TNFo od polimorfizmu w locus -308 oraz rozszerzonych haplotypéw
obejmujacych fragment chromosomu od genéw dla HLA DRB1 do TNFoa (171).
Polimorfizm ten wptywa roéwniez na odpowiedZz nowotworéw na leczenie (173). W tym
ostatnim przypadku na przyktad u nosicieli allelu A stwierdzano zwigkszone st¢zenie
TNFo. Natomiast we wstrzasie septycznym, mimo wyraznie zwigkszonego st¢zenia TNFa
nie stwierdzono, aby stosowanie antagonistow TNFa tagodzito przebieg choroby (92).
Zaznaczy¢ tu nalezy, ze czgsto$¢ allelu A zaréwno u chorych we wstrzasie septycznym jak

i u zmartych z powodu wstrzasu septycznego byta wyraznie zwigkszona.
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5.4. Haplotypy

Czes$¢ dyskusji dotyczaca haplotypéw zamieszczono we wczesniejszym rozdziale
dyskusji, tutaj przedstawione zostana zagadnienia bardziej swoiscie dotyczace analizy
haplotypéw.

Jak opisano wczesniej, grupa MHC jest konserwatywnym superlocus, obecnym juz
u zwierzat na nizszym poziomie rozwoju filogenetycznego. Z tego powodu badania nad
tym kompleksem powinny obejmowac analiz¢ haplotypéw. Wykazanie asocjacji wady
cewy nerwowej z haplotypem daje wigksza szans¢ znalezienia w sasiedztwie genu
wspotodpowiedzialnego za jej wystapienie, gdyz zaweza obszar poszukiwan.

Pseudobayesowska metod¢ zaimplementowana w programie PHASE stuzaca do
wyliczania rozktadu haplotypéw wybrano z kilku powodéw. Po pierwsze bardzo fatwo ja
zastosowa¢ do obliczen obejmujacych wieloalleliczne loci, takie jak kompleks HLA. Po
drugie, metoda do$¢ dobrze radzi sobie zrekonstrukcja haplotypéw w przypadku
brakujacych danych, co réwniez sprawia duza trudno$¢ innym metodom rekonstrukcji.
W przypadku innych metod, wtym metody opartej na maksymalnej wiarygodnos$ci
(maximum likelihood) 1istnieje rowniez kilka metod rekonstrukcji haplotypéw przy
brakujacych danych, nie wykazano jednak przewagi ktérejkolwiek z nich (112). Nalezy
jednak zachowac ostroznos$¢ przy stosowaniu testow opartych na maksymalizacji wartosci
oczekiwanej (expectation maximisation) wykorzystywanych w wigkszos$ci programéw
liczacych haplotypy, gdy stwierdza si¢ odchylenie od réwnowagi Hardy’ego i Weinberga,
gdyz zaburza to ich wiarygodnos¢ (130).

Istnieje kilka metod interpretacji wynikow okreslajacych czgsto$¢ poszczegdlnych
alleli HLA (oraz haplotypéw je zawierajacych) w dwoéch grupach. W przypadku
niniejszego badania postuzono si¢ testem permutacji wykorzystywanym przez program
PHASE. Uwzglednia on wszystkie mozliwe rozklady i oblicza prawdopodobienstwo
kazdego z nich. Najbardziej konserwatywna metoda polega na zastosowaniu doktadnego
testu Fishera dla kazdego allelu. Jej niedogodnos$¢ polega na tym, Zze wymaga zastosowania
poprawki Bonferroni na powtérzenia wielokrotne, co znacznie zmniejsza moc takiego
testu. Inna metoda poréwnywania takich grup jest zastosowanie testu G (log-likelihood
ratio) (174-176). Tworzac tabele 2xN wyliczymy nast¢pnie dopasowanie grupy badanej
1 kontrolnej. Oprécz wartosci dla catej tabeli otrzymujemy réwniez wartosci dla
poszczegbdlnych par komorek, dzigki temu w przypadku gdy grupy beda si¢ réznié

statystycznie mozna wnioskowac, ktory allel odpowiada za t¢ heterogennos$¢. Test G
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charakteryzuje si¢ wigksza doktadnos$cia niz x2 (ktory zreszta jest uproszczeniem testu G).
Aby zwigkszy¢ wiarygodnos¢ tego testu, w przypadku gdy sumy wartosci w jednym
rzedzie byty <3 taczono wszystkie takie haplotypy w oddzielna klase (175). W przypadku
stwierdzenia wartos$ci bliskich istotno$ci statystycznej wprowadzona zostala poprawka
Williamsa. W trakcie obliczen okazato si¢ jednak, ze uzyskiwano istotng statystycznie
réznicg pomigdzy grupami w tescie G. Doktadniejsza analiza wykazala, ze przyczyna
moze by¢ duza réznica w liczebnosci takiej zsumowanej klasy allelicznej, stad aby unikna¢
ewentualnego zafatszowania wyniku podano réwniez warto$¢ p po eliminacji takiej grupy,
jednak w zadnym z przypadkéw stwierdzenia znamiennej réznicy pomigdzy grupami,
eliminacja grupy zsumowanej nie niwelowala istotnosci statystycznej. W nawigzaniu do
argumentéw podanych na poczatku dyskusji nalezy zaznaczy¢, ze wlasnie te obliczenia
obarczone sa najwigkszym ryzykiem bi¢du, poniewaz wykonywane sa na wartosciach
oszacowanych jako najbardziej prawdopodobne na podstawie obliczen matematycznych.
Do badania rzeczywistej réznicy sluzy test permutacji zaimplementowany w programie
PHASE, uwzgledniajacy wszelkie mozliwe rozktady. Za pomoca tego testu w zadnym
z przypadkéw nie udato si¢ wykaza¢ znamiennej statystycznie réznicy.

PHASE umozliwia poréwnanie analizowanych grup za pomoca testu permutacji.
Z drugiej jednak strony dane uzyskane dla obu grup mozna poréwnac¢ za pomoca testu G.
PHASE zostat zaprojektowany migdzy innymi do analizy satelitarnych polimorfizmoéw.
Wylicza iporéwnuje teoretyczna czestos¢ wszystkich mozliwych haplotypéw, takze
nieobecnych w analizowanych grupach, co niewatpliwie zwigksza ryzyko popetnienia
btedu II rodzaju. Z drugiej jednak strony konstruuje najbardziej prawdopodobne haplotypy
dla kazdej osoby. Dzigki tym danym mozliwe jest poréwnanie aktualnie analizowanych
grup w celu wykrycia ewentualnej réznicy. Nalezy zda¢ sobie spraweg, ze przy braku
réznicy w teScie permutacji, wykazanie réznicy w tescie G ma mniejsza wartosc,
zapobiega jednak nieodrzuceniu hipotezy zerowej jezeli jest ona prawdziwa. Badanie
rozktadu haplotypéw oboma metodami spotyka si¢ w piSmiennictwie, czg¢sto wymieniane
jest wrecz jako réwnowazne. Zaznaczy¢ jednak nalezy, ze przy malych liczebno$ciach
poszczegdlnych haplotypow, doktadnos¢ testu G jest znacznie mniejsza. Wiarygodno$¢
analizy PHASE zwigksza natomiast fakt, ze uzyskane wyniki poparte wyliczeniami
programu PHASE potwierdzaja tez¢ o odchyleniu od rownowagi na skutek sprz¢zenia dla
pary alleli DR3 i allelu A locus -308 promotora genu dla TNFa, o ktérym donoszono

wczesniej w innych publikacjach.
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Test permutacji nie wykazal réznic w czgstosci haplotypéw w obu grupach.
Natomiast w teScie G stwierdzono istotng réznic¢ w rozkladzie haplotypéw biallelicznych
i triallelicznych w analizowanych grupach z wyjatkiem poréwnania haplotypéw DRBI-
TNFa(-238) w grupie z dysrafia odcinka piersiowego i grupie kontrolnej. Zauwazy¢
nalezy, ze znamienno$¢ tych réznic jest znacznie mniejsza w przypadku haplotypow
DRBI1-TNFa(-238) niz DRB1-TNFa(-308) i haplotypéw obejmujacych trzy loci. Mozna
z tego wyciagna¢ wniosek, ze to DRB1-TNFa(-308) odpowiada w najwigkszym stopniu za
réznic¢ pomiedzy grupami, co nie dziwi biorac pod uwage, ze polimorfizm
TNFa(-238)G—A jest znacznie rzadszy niz TNFa(-308)G—A. Oprécz tego z analizy
porownan poszczegélnych komorek tabeli wynika, ze za rdéznic¢ pomigdzy grupami
odpowiadaja gtéwnie rdéznice w czestosci haplotypdw zawierajacych DRB1#03 oraz
DRB1*07. W duzym stopniu odpowiadaja za nia takze haplotypy, ktére nie wystepuja
w jednej z grup, z uwagi na duza warto$é G* uzyskiwana w takim przypadku. Oczywiste
jest, ze uzyskiwanie 3 haplotypéw w jednej grupie 1 0 w drugiej przy liczebnosci ponad
200 w kazdej z grup jest nieistotne z racjonalnego punktu widzenia, cho¢ kilka takich
zestawien moze sprawiaé, ze réznica pomig¢dzy grupami osiagnie istotno$¢ statystyczna.
Zatem w opinii autora znamienng réznic¢ pomigdzy catymi grupami wykazana w tescie G?
nalezy uwzgledni¢ jedynie w kategoriach eksperymentalnych i wyznaczy¢ rzeczywiste
haplotypy w obu grupach za pomoca analizy sprzezeniowej, co dopiero pozwoli na
wykazanie rzeczywistej asocjacji.

Analiza haplotypéw tréjallelicznych wykazata znamiennie czgstsze wystgpowanie
haplotypu *07GG w calej grupie dzieci z wada cewy nerwowej w poréwnaniu z grupa
kontrolna. Nalezy tu jeszcze raz podkresli¢, ze réznicg t¢ wyliczono w oparciu o czgstosci
oszacowane matematycznie, anie oznaczone do$wiadczalnie, co w duzym stopniu
zmniejsza wiarygodno$¢ takiego wyniku. Z drugiej jednak strony zastosowano tutaj bardzo
konserwatywna poprawke Bonferroni, ktérej jedna z wilasciwosci jest bardzo znaczne
zwigkszenie ryzyka popelnienia biedu II rodzaju i mimo jej zastosowania zaleznosc¢
pozostaje statystycznie istotna. Podjeto réwniez prébe ,,recznego” liczenia haplotypéw
DRB1*07-TNFa(-238)G-TNFa(-308)G w ten sposéb, ze zidentyfikowane zostaly osoby,
u ktérych na pewno wystgpuje ten haplotyp, gdyz posiadaty one allel DRB1*07 i allele G
w zakresie obu polimorficznych loci w obrgbie promotora genu dla TNFa. Okazuje sig, ze
w caltej grupie z wada cewy nerwowej jest takich oséb 30 (o 10 mniej niz wyliczono
statystycznie), a w grupie kontrolnej 17 (tyle samo ile wyliczono statystycznie). Wida¢

zatem, nawet bez statystycznych obliczen, ze réznica jest dos¢ znaczna, a wyliczenia za
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pomoca programu PHASE tylko zwigkszaja jej istotno$¢ uwzgledniajac rozktad
pozostatych alleli. Istnieje wigc dos¢ duze prawdopodobienstwo, zZe jest to rdéznica
rzeczywista i przynajmniej nalezatoby ja zweryfikowac¢ w kolejnym badaniu.

Przyjrzenie si¢ wynikom dla haplotypéw biallelicznych oraz dla grup dzieci z wada
cewy nerwowej odcinka piersiowego i lgdzwiowego pozwala wyciagna¢ wniosek, ze za
roznic¢ w zakresie haplotypu odpowiada giéwnie grupa z dysrafia odcinka ledzwiowego.
Na przyktad w przypadku odcinka piersiowego nie stwierdzono zadnej znamienno$ci
statystycznej w zakresie jakiegokolwiek haplotypu DRBI-TNFa(-238). Jezeli chodzi
o haplotypy DRB1-TNFa(-308) jak rowniez o haplotypy trialleliczne to réwniez za r6znicg
odpowiada gléwnie grupa z wada odcinka ledzwiowego. W tym miejscu nalezy
wspomnie¢, ze grupa z dysrafia odcinka ledzwiowego nie wykazywata odchylenia od
rownowagi Hardy’ ego i Weinberga dla locus TNFa(-308). Uzyskane wyniki wyznaczaja
dalsze kierunki ewentualnych badan nad asocjacja HLA z wada cewy nerwowe;.

Przeprowadzone analizy nie daja wiarygodnych podstaw do stwierdzenia udziatu
gendow HLA DRB1 oraz polimorfizméw TNFa(-238)G—A i TNFa(-308)G—A
w patogenezie dysrafii osrodkowego uktadu nerwowego. Do istotnos$ci statystycznej zbliza
si¢ roznica w czgstosci allelicznej w obrgbie polimorfizmu TNFa(-308)G—A pomigdzy
grupa chorych z wada cewy nerwowej odcinka piersiowego i grupa kontrolng oraz
w czestosci allelicznej DRB1#07 pomigdzy cala grupa pacjentéw z wada cewy nerwowej
i grupa kontrolna, jednak jest to mimo wszystko zwiazek zbyt staby, szczegdlnie po
wprowadzeniu poprawki na poréwnania wielokrotne. Jest bardzo prawdopodobne, ze
w grupie dzieci z wada cewy nerwowej czgsciej wystgpuje haplotyp DRBI1*07-
TNFa(-238)G-TNFa(-308)G, by¢ moze przyczyniajacy si¢ do samego powstawania wad
cewy nerwowej lub innych zjawisk towarzyszacych tej wadzie (np. czgstszej alergii).
Uzyskane wyniki wskazuja, ze wzgledne ryzyko wady cewy nerwowej wynosiloby
w takim przypadku okoto 2,7. Wyliczenia réznic w zakresie rozktadu wszystkich
haplotypéw maja raczej wartos¢ poznawcza, generujaca hipotezy dla ewentualnych
przysztych badan na innych grupach. Aby je zweryfikowaé, podobne analizy nalezy
przeprowadzi¢ na wartosciach obserwowanych, co mozliwe jest tylko przy badaniach
rodzinnych. Uzyskane wyniki nie pozwalaja wyciagna¢ wiarygodnych wnioskéw istotnych
z punktu widzenia poradnictwa genetycznego, co dla tego rodzaju badan jest najbardziej
istotne. Idea poradnictwa jest zapobieganie wystapieniu choroby genetycznej w przysztosci,
chociaz jak wskazuja niedawne wyniki uzyskane w Europie Zachodniej, pomimo, ze od

dawna znamy protekcyjny wplyw suplementacji kwasu foliowego na wystgpowanie wad
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cewy nerwowej, a praktyka taka jest powszechnie zalecana przez lekarzy, to czgstos¢ wad
cewy nerwowej w Europie nie zmienita si¢ istotnie w ciagu ostatnich kilkunastu lat, co
prawdopodobnie jest spowodowane niezbyt Scistym stosowaniem si¢ do zalecen
dotyczacych suplementacji (177). Znaczny sukces odniesiono natomiast w Kanadzie, gdzie
dodawanie kwasu foliowego do zywnosci wprowadzono na skal¢ ogdélnokrajowa
1 uzyskano ponad 78% zmniejszenie czgstosci wad cewy nerwowej (z 4,36 na 1000 do 0,96
na 1000) (6). Co ciekawe, wprowadzenie podobnej obowiazkowej suplementacji
w Stanach Zjednoczonych doprowadzito do zmniejszenia czgstosci wad cewy nerwowej
tylko 0 19% (178), natomiast przyczyny takiej réznicy pozostaja nieznane. By¢ moze
przyczyniaja si¢ do niej polimorfizmy w zakresie genu dla biatka nosnikowego dla
folianéw (RFC-1). Allel G tego ostatniego wystepowat czesciej w rodzinach obarczonych
wada cewy nerwowej (179). Ogolnie uwaza sig, ze ryzyko zwiazane z tymi mutacjami
wynika ze zwigkszonego st¢zenia homocysteiny, istotne jest zatem badanie zaréwno dzieci
z wada cewy nerwowej jak tez ich matek. Dla celéw profilaktyki kwasem foliowym jest
rOwniez wazne, ze ubardzo duzego odsetka matek dzieci z wada cewy nerwowej
stwierdzono przeciwciata przeciwko receptorom dla folianéw, co przynajmniej czgSciowo
moze ttumaczy¢ opornos¢ niektorych przypadkéw na suplementacj¢ kwasem foliowym
(180).

Wady cewy nerwowej maja etiologi¢ wieloczynnikowa. Badanie podtoza
genetycznego takiej wady jest niezwykle trudne z uwagi na liczne mechanizmy biorace
udzial w neurulacji oraz mozliwe interakcje pomigdzy produktami réznych genéw na
réznych poziomach, ktére moga na przyktad modyfikowa¢ wplyw pewnych mutacji.
Liczne badania prowadzone nad poditozem tej wady pozwalaja mie¢ nadziejg, ze
w niedlugim czasie bgdziemy potrafili doktadnie okresla¢ ryzyko ponownego wystapienia
choroby w rodzinie, a tym samym pojawi si¢ droga do dalszego zmniejszenia czgstosci

choroby, ktéra tak bardzo pogarsza jakos¢ zycia naszych pacjentow.
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6. Whnioski:

1.

Stwierdzono brak réznicy w rozkladzie alleli HLA DRBI1 pomiedzy grupa
kontrolna a cata grupa pacjentéw z wada cewy nerwowej oraz grupa pacjentow
zwada cewy nerwowej odcinka piersiowego 1ledzwiowego zaréwno
w bezposrednim poréwnaniu rozktadu poszczegélnych alleli jak 1irozktadu
wszystkich alleli. Czgsto$¢ alleliczna i fenotypowa DRB1*07 w grupie z wada
cewy nerwowej wyraznie przewyzsza odpowiednie warto$ci w grupie kontrolnej,
jak réwniez w grupach zinnych regionéw Polski, cho¢ rdznica nie osiaga
istotnosci statystyczne;j.

Stwierdzono brak réznicy w rozktadzie polimorficznych alleli A i G w locus
TFNa(-308) i TNFa(-238) pomiedzy grupa kontrolna a cata grupa chorych z wada
cewy nerwowej oraz grupa chorych z wada cewy nerwowej odcinka piersiowego
1 lgdzwiowego zaréwno w analizie czgstosci allelicznej jak i1 fenotypowe;j.
Haplotyp DRB1*07-TNFa(-238)G-TNFa(-308)G wystepuje znamiennie czgsciej
w calej grupie chorych z wada cewy nerwowej w poréwnaniu z grupa kontrolna.
lloraz szans wystapienia dysrafii u nosiciela takiego haplotypu wynosi 2,7.

Istnieje prawdopodobienstwo, ze globalne rozktady haplotypéw triallelicznych
HLA DRBI-TNFw(-238)-TNFa(-308) oraz biallelicznych HLA DRBI-
TNFa(-308) dla wszystkich grup zwada cewy nerwowej i HLA DRBI-
TNFa(-238) dla catej grupy z wada cewy nerwowej 1 z wada cewy nerwowej
odcinka ledzwiowego r6znig si¢ od analogicznych rozktadéw w grupie kontrolne;j
(test G), jednak z uwagi na ujemny wynik testu permutacji, dane te musza by¢
potwierdzone na innych grupach.

Na podstawie wynikow dla grupy badanej i grupy kontrolnej stwierdzono
odchylenie od rownowagi na skutek sprz¢zenia dla pary allelu A w locus TNFa(-
238) i DRB1*07

Na podstawie wynikow dla grupy badanej i grupy kontrolnej stwierdzono
odchylenie od rownowagi na skutek sprz¢zenia dla pary allelu A w locus TNFa(-

308) 1 DRB1*03
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Wobec uzyskanych wnioskéw nie mozna aktualnie uzna¢ ktéregokolwiek
z przebadanych polimorfizméw za izolowany czynnik ryzyka rozwoju wady cewy
nerwowej. Pewne nadzieje wzbudza znamiennie czgstsze wystgpowanie haplotypu
DRB1*07-TNFa(-238)G-TNFa(-308)G w grupie chorych z dysrafia, jednak z uwagi na
fakt, ze czgsto$¢ tego haplotypu zostala wyliczona metodami statystycznymi, konieczna
jest weryfikacja tej réznicy w badaniach rodzinnych umozliwiajacych przeprowadzenie
pelnej analizy sprzezeniowej. Nalezy tu podkresli¢ wysoka znamiennos$¢ statystyczna
uzyskanego wyniku, szczegdlnie wobec zastosowania poprawki Bonferroni. Zaktadajac, ze
uzyskany wynik jest prawdziwy, iloraz szans wystapienia wady cewy nerwowej u nosiciela
takiego haplotypu wynosi 2,7. Z punktu widzenia poradnictwa genetycznego,
wykorzystanie wynikéw jest trudne. Aby stwierdzi¢ nosicielstwo haplotypu, konieczne
byloby uzyskanie materialu od ptodu. Jest to dos$¢ trudne technicznie, a poniewaz wyniki
maja charakter statystyczny, ryzyko pobrania materialu prawdopodobnie przewyzszaloby
uzyskane korzysci. W zaden spos6b uzyskane wyniki nie pozwalaja natomiast przewidzie¢
ryzyka wystapienia wady cewy nerwowej u potomstwa. Jeszcze mniej obiecujace sa
wyniki dotyczace globalnego rozktadu haplotypéw biallelicznych i triallelicznych,
poniewaz roznice w tym zakresie wykazano w odniesieniu do wartosci wczesnie]
wyliczonych inna metoda statystyczna, natomiast test permutacji nie wykazal takiej
réznicy. Poza ewentualnym potwierdzeniem asocjacji z opisanym wyzej haplotypem
tréjallelicznym, nie wydaje si¢, aby prowadzenie dalszych badan nad rola HLA DRB1 oraz
polimorfizméw TNFa (-238)G—A 1 TNFa(-308)G—A w etiologii dysrafii bylto

uzasadnione.
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Wady cewy nerwowej naleza do jednych znajcigzszych wad wrodzonych.
Stanowia olbrzymie obciazenie dla samych chorych, poniewaz powoduja znacznego
stopnia kalectwo zar6wno fizyczne, zwiazane z uposledzeniem funkcjonowania wielu
narzadéw wewngtrznych oraz uktadu ruchu, jak iobciazenie psychiczne wynikajace
z pogorszenia kontaktéw z réwiesnikami i otoczeniem czy przedtuzonej zaleznosci od
rodzicéw. Jakos¢ zycia chorych dzieci zalezy od réznych aspektow funkcjonowania
zaleznych od poziomu uszkodzenia, jak rowniez od wspoétistnienia wodogtowia, padaczki,
porazenia mozgowego czy tez liczby zabiegdw rewizji zastawki komorowo-otrzewnowe;j.
Wykrycie czynnikow ryzyka rozwoju wad cewy nerwowej umozliwitoby opracowanie
metod profilaktyki tych wad, aprzede wszystkim bytoby niezwykle istotne dla celéw
poradnictwa genetycznego, pozwalaloby bowiem z wigkszym prawdopodobienstwem
okresli¢ ryzyko wystapienia kolejnych przypadkéw wady w rodzinie probanta.

Wady cewy nerwowej naleza do choréb kompleksowych o etiologii
wieloczynnikowej, dlatego prowadzi si¢ wiele badan w celu ustalenia czynnikéw ryzyka
dysrafii, w tym czynnikéw genetycznych. Dobrze przebadano liczne modele wad cewy
nerwowej u myszy, z ktérym w jednym (brachyury) wykazano mutacj¢ w genie T
potozonym w obrgbie gendéw zgodnosci tkankowej. Celem pracy jest proba stwierdzenia,
czy jednym z takich czynnikéw u cztowieka moga by¢ polimorfizmy w obregbie gendéw
zgodnosci tkankowej HLA DRB1 oraz promotora genu dla TNFa (w locus -238 1 -308).

Badaniem objgto 111 dzieci z dysrafia osrodkowego uktadu nerwowego w opiece
Uniwersyteckiego Szpitala Dziecigcego w Krakowie, Grupg kontrolna stanowi 113
zdrowych oséb z regionu Polski Potudniowej zebranych w bazie Zaktadu Immunologii
Uniwersyteckiego Szpitala Dziecigcego. Materiat wykorzystano za zgoda Zaktadu
Immunologii. Uzyskano zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego na
przeprowadzenie badania.

W obu grupach przeprowadzono analiz¢ polimorfizmu -238G—A i-308G—A
w obrgbie promotora genu dla TNFo za pomoca analizy polimorfizmu dtugosci
fragmentéw restrykcyjnych (PCR-RFLP). W grupie z dysrafia wykonano typowanie HLA
DRBI1 za pomoca metody odwrotnej hybrydyzacji produktéw amplifikacji metoda PCR. W
przypadku grupy kontrolnej oparto si¢ na wynikach uzyskanych z Zaktadu Immunologii

Uniwersyteckiego Szpitala Dziecigcego w Krakowie uzyskanych ta sama metoda.
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W analizie statystycznej wykorzystano statystyki opisowe, doktadny test Hardy’ego
i Weinberga, doktadny test Fishera (w razie koniecznosci z poprawka Bonferroni), y* (w
razie konieczno$ci z poprawka Yatesa), test Cochrane’a i Armitage’a dla trendu, test G
(log-likelihood ratio), test permutacji. Haplotypy wyliczono za pomoca programu PHASE
v. 2.1. Analizy statystyczne wykonano réwniez dla wyliczen uzyskanych za pomoca
programu PHASE, aby oszacowa¢ ewentualne réznice w globalnym 1 szczegétowym
rozktadzie haplotypow.

Nie stwierdzono réznicy pomig¢dzy grupa kontrolna oraz cata grupa dzieci z wada
cewy nerwowej oraz podgrupami podzielonymi zaleznie od poziomu wady, w zakresie
czgstosci poszczegllnych alleli HLA DRBI1 jak réwniez w globalnym rozktadzie tych
alleli, a takze w czestosci homozygot i heterozygot HLA DRB1.

Nie stwierdzono réznicy pomigdzy grupa kontrolna oraz cala grupa pacjentéw
zwada cewy nerwowej oraz podgrupami podzielonymi zaleznie od poziomu wady,
w zakresie rozktadu alleli tworzacych polimorfizmy TNFa(-238)G—A i TNFa(-308)G—A
w odniesieniu do czg¢stosci allelicznych, proporcji homozygot i heterozygot oraz obecnosci
lub braku alleli odpowiedzialnych prawdopodobnie za funkcjonalne znaczenie tych
polimorfizméw. Stwierdzono natomiast istotne odchylenie od réwnowagi Hardy’ego
1 Weinberga dla polimorfizmu TNFa(-308)G—A w grupie kontrolnej oraz w calej grupie
dzieci z wada cewy nerwowej i w podgrupie z wada odcinka piersiowego.

W zakresie analizy haplotypéw stwierdzono znamiennie czgstsze wystgpowanie
haplotypu DRB1*07-TNFa(-238)G- TNFa(-308)G (liczebnos¢ wyliczona za pomoca
programu PHASE) w catej grupie dysrafii w poréwnaniu z grupa kontrolna (p=0,001 przy
p=0,00172). Liczebnos$¢ poszczegdlnych haplotypéw biallelicznych 1 pozostatych
haplotypéw triallelicznych w poszczegdlnych grupach dysrafii i w grupie kontrolnej nie
ré6znila si¢ znamiennie. W tescie permutacji wykonanym w trakcie wyliczania liczebnos$ci
haplotypow nie stwierdzono réznicy pomigdzy grupami chorych z wada cewy nerwowej 1
grupa kontrolng w zakresie globalnych rozktadéw haplotypow biallelicznych 1
triallelicznych. Roéznice taka natomiast wykazano za pomoca analizy testem G w
odniesieniu do liczebno$ci haplotypéw triallelicznych (dla wszystkich podgrup) oraz
biallelicznych [z wyjatkiem haplotypu DRBI-TNFoa(-238) dla grupy z dysrafia odcinka
ledzwiowego]. Nalezy tu rdéwniez zaznaczy¢, ze analiza prowadzona byla na
liczebnos$ciach wyliczonych za pomoca programu PHASE, a nie na liczebno$ciach

obserwowanych.
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Wykazano odchylenie od réwnowagi na skutek sprzgzenia dla par alleli
TNFa(-238)A zHLA DRB1*07 (p=0,0001) oraz TNFoa(-308)A z HLA DRB1%*03
(p=0,0001) dla catej grupy dzieci z wada cewy nerwowej oraz dla grupy kontrolne;j.

Whioski: Przeprowadzone analizy nie daja wiarygodnych podstaw do stwierdzenia
udziatu genéw HLA DRBI oraz polimorfizméw TNFa(-238)G—A 1 TNFa(-308)G—A
w patogenezie dysrafii o$rodkowego uktadu nerwowego. Pomimo stwierdzenia
znamiennej réznicy w  zakresie liczebno$ci haplotypu DRB1*07-TNFa(-238)G-
TNFa(-308)G pomiedzy cala grupa dzieci z wada cewy nerwowej i grupa kontrolna oraz
znamiennych réznic w globalnym rozktadzie haplotypoéw biallelicznych 1 triallelicznych,
nie mozna wnioskowa¢ o zwiazku patogenetycznym takich haplotypéw, gdyz ich
liczebno$¢ uzyskano metodami statystycznymi. Aby stwierdzi¢, czy taki zwiazek
rzeczywiscie istnieje, konieczne jest przeprowadzenie podobnych analiz na wartosciach

obserwowanych, co mozliwe jest tylko przy badaniach rodzinnych.
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Neural tube defects are among the most serious congenital malformations. They
pose a great burden for the patients themselves, because they are a cause of significant
physical disability related to dysfunction of numerous internal organs and the locomotor
system, and mental encumbrance due to deterioration of contact with peers and
neighbourhood or prolonged reliance on parents. Quality of life of affected children
depends on a variety of functional aspects related to defect level, as well as coexistence of
hydrocephalus, epilepsy, cerebral palsy and number of revisions of ventriculoperitoneal
shunt. Detection of risk factors for neural tube defects could make it possible to develop
prophylaxis of these defects, but above all it is genetic counselling that would greatly
benefit from this knowledge, as it would allow prediction of risk of further family cases of
the defect with higher probability.

Neural tube defects belong to complex diseases with multifactorial aetiology, hence
numerous studies aimed at establishing risk factors for dysraphism, including genetic
factors. Numerous murine models of neural tube defects have been studied extensively. In
one of them (brachyury), a mutation was detected in T gene located in the vicinity of the
histocompatibility genes. Aim of this work is to establish whether polymorphisms in
histocompatibility genes HLA DRB1 and TNFa gene polymorphisms at loci -238 and -308
could be such risk factors in humans.

This study included 111 children with dysraphism of the central nervous system
treated in the University Children Hospital in Cracow. A control group consisted of 113
healthy inhabitants of the Southern Poland, whose data was collected in a database of the
Department of Immunology of the University Children Hospital. The Department of
Immunology kindly gave its consent for using this material. Also the Bioethics Committee
of the Jagiellonian University expressed its consent for conduction of this study.

For both groups a restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) analysis
was performed for TNFa gene promoter polymorphisms -238G—A and -308G—A. In the
dysraphism group, HLA DRBI1 typing was carried out with PCR sequence-specific
oligonucleotides reverse dot-blot kits. Data for the control group were based on results
obtained in the Department of Immunology with the same method.

Statistical analysis involved descriptive statistics, exact Hardy-Weinberg test,
Fisher’s exact test (with Bonferroni correction when applicable), x> (with Yates® correction

if applicable), Cochrane-Armitage trend test, G-test (log-likelihood ratio test) and
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permutation test. Haplotypes were calculated with PHASE v. 2.1. software. Statistical
analyses were also performed for numerical results of PHASE calculations to evaluate
potential differences in global and specific distribution of haplotypes.

No difference was found between the control group and the whole neural tube
defects group or subgroups distinguished according to defect level, in distribution of alleles
of polymorphisms TNFa(-238)G—A and TNFa(-308)G—A in terms of allelic frequency,
proportion of homozygotes and heterozygotes, and presence or absence of alleles possibly
responsible for functional significance of these polymorphisms. Significant deviation from
Hardy-Weinberg equilibrium was identified for polymorphism TNFa(-308)G—A in the
control group, the whole group with neural tube defects and the thoracic defects subgroup.

The haplotype analysis revealed significantly higher proportion of haplotype
DRB107-TNFa(-238)G-TNFa(-308)G (numbers computed with PHASE software) in the
whole dysraphism group versus the control group (p=0.001, with p.=0.00172). Numbers of
individual biallelic and the remaining triallelic haplotypes did not differ significantly
between dysraphism groups and the control group. Permutation test, performed when
calculating numbers of haplotypes, failed to reveal any difference between neural tube
defects groups and the control group in terms of global distribution of biallelic and
triallelic haplotypes. In contrast, such difference was demonstrated by G-test analysis with
reference to triallelic haplotypes (for all subgroups) and biallelic haplotypes [except for
a haplotype DRBI1-TNFa(-238) for the lumbar dysraphism group]. It is noteworthy
however that this analysis involved numbers calculated with the PHASE software rather
than observed numbers.

Linkage disequilibrium was shown for allele pairs TNFa(-238)A-HLA DRB1*07
(p=0.0001) and TNFoa(-308)A-HLA DRB1*03 (p=0.0001) for the whole neural tube
defects group and the control group.

Conclusions: The performed analyses provide no reliable grounds to support the
role of HLA DRB1 genes and TNFa(-238)G—A and TNFa(-308)G— A polymorphisms in
pathogenesis of the central nervous system dysraphism. Despite finding a significant
difference in numbers of DRB1*07-TNFa(-238)G-TNFo(-308)G between the whole neural
tube defects group and the control group and significant differences in the global
distribution of biallelic and triallelic haplotypes, it is not possible to acknowledge any
pathogenetic associations of such haplotypes, as the primary numbers were computed with

statistical methods rather than observed experimentally. In order to validate such
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correlation, similar analysis should be performed with observed values, and this is possible

only with family studies.
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10. Zatqczniki

10. Zataczniki

Zatacznik 1. Dane genotypowe i kliniczne pacjentéw z wada cewy nerwowe;j

Numer . . , | Genot Genot; Genot; Poziom wad
probki | [micjaly | Ple¢ DRB}llp TNFa(-ggS) TNFa(-%’S) cewy nerwow'zj

1 KS k | *01/*16 G/G G/G L
2 1G k | *¥11/*15 G/G G/G L
3 BS m | *01/*15 G/G G/G L
4 MP k | *07/*13 G/G G/A T
5 AM k | *03/*07 G/G G/G L
6 ™ m | *04/*13 G/G G/G L
7 PS m | *03/*13 G/G G/A L
8 AB k | *09/*03 G/G G/A L
9 BJ m | *11/*03 G/G G/A T
10 ST k | *07/*11 G/A G/G L
11 KN k | *01/*07 G/G G/G T
12 WS m | *15/*03 G/G G/A L
13 PG m | *07/*13 G/A G/G T
14 MZ k | *04/*07 G/G G/G T
15 TT m | *03/*13 G/G G/A L
16 MS k | *¥10/*13 G/G G/G L
17 PN m | *03/*04 G/G G/A L
18 GR m | *01/*07 G/G G/G L
19 KW m | *11/*13 G/G G/G L
20 JB m | *01/*01 G/G G/G L
21 SL m | *12/*14 G/A G/G L
22 KG k | *07/*11 G/G G/G L
23 KT m | *01/*13 G/G G/G T
24 AB k | *10/*14 G/G G/G L
25 AM k | *¥12/*13 G/G A/A L
26 JJ m | *03/*15 G/G G/A L
27 PB k | *03/*07 G/G G/A L
28 PG m | *11/*15 G/G G/G S
29 MF m | *14/*15 G/G G/G T
30 KK m | *04/*07 G/G G/G T
32 KR k | *07/*07 G/A G/G C
33 MN k | *¥11/*15 G/G G/G L
34 NR m | *04/*04 G/G G/G L
35 KM k | ¥15/*15 G/G G/G L
36 MN k | *04/*16 G/G G/A L
37 PR k | *¥12/*15 G/G G/G L
38 JS k | *¥11/*03 G/G A/A T
39 BS m | *07/*07 G/A G/G L
40 DB m | *07/*07 G/A G/G L
43 AK k | *04/*15 G/G G/G L
44 MP k | *07/*13 G/G G/G T
45 DW k | *01/*03 G/G G/A T
46 RR m | *01/*11 G/G G/G T
47 MS k | *08/*15 G/G G/G T
48 MK m | *03/*15 G/G G/A L
49 EG k | *15/*03 G/G G/A L
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50 BN k | *07/*14 G/A G/G L
51 MJ m | *01/*11 G/G G/G L
52 AC k | *07/*07 G/IG G/G L
53 KS k | *04/*04 G/IG G/G L
54 JD m | *01/*04 G/G G/IG T
55 JIG k | *04/*11 G/G G/G L
56 KK k | *03/*13 G/G G/A L
57 KK k | *01/*16 G/IG G/G L
58 PS m | *03/*13 G/G G/A T
59 DB m | *07/*13 G/G G/A T
60 MJ m | *03/*13 G/G A/A T
61 JK m | *01/*11 G/G G/G T
62 MS k | *07/*13 G/G G/IG L
63 AS k | *07/*16 G/G G/A T
64 PE k | *07/*16 G/G G/G L
65 KH m - G/G G/G L
66 PS m - G/G G/G L
67 MT m - G/G G/G L
68 ML k - G/G G/G T
69 MS k | *I15/*15 G/G G/G L
70 SM k | *15/*13 G/G G/IG L
71 KM m | *04/*11 G/IG G/IG L
72 JH k | *03/*12 G/IG G/A L
73 AS k | *03/*16 G/G A/A T
74 PS m | *04/*03 G/G G/A L
75 KM m | *11/*11 G/G G/G E
76 KW m - G/IG G/G L
77 MM k | *01/*07 G/A G/IG L
78 KK m | *07/*%13 G/A G/A T
79 KS m | *07/*14 G/G G/G L
80 ZH k - G/G G/A L
81 AW k | *07/*%04 G/IG G/G L
82 AW m | *01/*13 G/G G/G T
83 SL k | ¥07/*07 G/A G/G L
84 MJ m | *01/*11 G/G G/G T
85 NS k | *07/*13 G/G G/G L
86 SG m | *01/*11 G/G G/IG L
87 AP m | *07/*15 G/G G/G T
88 AK m | *03/*03 G/G A/A T
89 AK k | *07/*16 G/A G/G L
90 DD k | *07/*15 G/G G/G T
91 TN m | *07/*07 G/A G/G L
92 KK k | *07/*01 G/A G/G T
93 KS k | *07/*15 G/G G/A L
94 FM m | *16/*11 G/G G/G L
95 MF k | *01/*04 G/G G/IG L
96 DM m | *07/*16 G/G G/G L
97 MK m - G/G G/G L
98 EW k | *01/*04 G/G G/G T
99 KH k | *07/*03 G/G A/A L
100 KB m | *03/*08 G/G G/A L
101 PC k | *07/*16 G/A G/G T
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102 JS k | *07/*08 G/G G/G T

103 PN k | *07/*15 G/G G/G L

104 TT m | *11/%01 G/G G/G L

105 KG k | *07/*04 G/G G/G L

106 WK m | *07/*08 G/G G/A L

107 MB m | *11/*15 G/G G/A L

108 BM k | *07/*01 G/G G/G L

109 KF m | *01/*13 G/G G/A Meningocoele thoracalis
110 DM m | *07/*04 G/G G/G Encephalocoele occipitalis
111 PW k | *07/*11 G/G G/G L

112 AO k | *11/*03 G/G A/A L

113 GM k | *07/*11 G/G G/G L

114 JF k | *01/*11 G/G G/G L

pte¢: m-meska, k-zenska
poziom wady cewy nerwowej: L-odcinek lgdzwiowy, T- odcinek piersiowy
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Zalacznik 2. Dane genotypowe i kliniczne 0s6b z grupy kontrolne;j

Numer |, . . Genot Genot Genot .
probki | Ticiaty DRBI* | TNFo(.238) | TNFa(-308) | P¥¢¢

1 AC *01/*11 G/G G/G m
2 RJ *07/*11 G/G G/G k
3 PW *04/*07 G/G A/A m
4 MR *03/*07 G/A G/G m
5 AK *11/*16 G/G G/G k
6 FK *09/*13 G/G G/G m
7 KG *01/*07 G/G G/G m
8 JN *03/*07 G/G A/A k
9 LT *01/*13 G/G G/G k
10 MN *03/*04 G/G A/A k
11 KN *11/*14 G/G G/G k
12 Al *09/*14 G/G G/G k
13 AZ *04/*13 G/G G/G k
14 EP *03/*13 G/G A/G k
15 UM *07/*11 G/A G/G k
16 ZS *01/*04 G/G G/G m
17 JB *04/*11 G/G G/G m
18 KwW *11/*13 G/G G/G m
19 TK *01/*13 G/G G/G m
20 MR *03/*15 G/G A/G k
21 HK *03/*07 G/G G/G m
22 AA *01/*16 G/G G/G k
23 UB *04/*11 G/G G/G k
24 KB *01/*07 G/G G/G m
25 AM *12/*13 G/G G/G k
26 TK *01/*15 G/A G/G m
27 KB *07/*15 G/G G/G k
28 PJ *07/*11 G/G G/G m
29 MK *07/*12 G/G G/G k
30 ™ *04/*07 G/G G/G m
31 SW *03/*08 G/G A/G m
32 DW *01/*11 G/G G/G k
33 MZ *07/*%07 G/G G/G k
34 GG *01/*15 G/G A/G m
35 BT *07/*14 G/G G/G k
36 MT *12/*%15 G/G G/G m
37 PB *01/*15 G/G G/G m
38 RB *01/*16 G/G G/G m
39 JZ *01/*16 G/G G/G k
40 PC *01/*01 G/G G/G m
41 MM *01/*%07 G/A G/G k
42 BW *15/*16 G/G G/G m
43 KK *01/*04 G/G G/G k
44 SW *07/*13 G/G G/G k
45 KS *12/*15 G/G A/G k
46 1B *04/*15 G/G G/G k
47 SS *01/*13 G/G A/A m
48 JL *03/*13 G/G G/G k
49 MK *13/*15 G/G G/G k
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50 AL *11/%13 G/G G/G k
51 AA *08/*11 G/G G/G k
52 DF *03/*07 G/G A/A m
53 MS *07/*07 A/A G/IG m
54 AW | *03/*13 G/A G/G m
55 MJ *11/%15 G/G G/G k
56 AR *03/%12 G/G A/G k
57 PS *03/*15 G/A G/G m
58 ES *04/*11 G/G G/G k
59 MS *04/%08 G/G G/G k
60 KG *03/*%13 G/G A/G m
61 AK | *04/*13 G/G G/G k
62 PW | *01/*13 G/G G/G m
63 PS *04/*14 G/G G/G m
64 JW. | *07/¥11 G/G G/G k
65 AG *03/*07 G/A G/G k
66 MW | *04/*07 G/G A/A m
67 IS *08/*10 G/G G/G k
68 SB *09/*11 G/G G/G m
69 PZ *01/%03 G/G A/G m
70 BD *13/%16 G/G A/G m
71 EG *08/*13 G/A G/G k
72 zS *11/*15 G/G G/G k
73 MS *08/*13 G/G A/G k
74 JD *01/*15 G/G G/G k
75 AL. | *11/*%14 G/A G/G m
76 AG *01/*11 G/G G/IG k
77 KG *11/*11 G/G G/G k
78 AW | *01/*13 G/G G/G k
79 MG | *07/*%15 G/A G/G m
80 MR | *08/*14 G/G G/G k
82 KR *11/*13 G/G G/IG m
83 D *07/*11 G/A G/G k
84 MW | *01/*07 G/G G/G m
86 IB *01/*11 G/G G/G k
87 JK *03/*07 G/A A/G k
88 GK | *11/*12 G/G G/G k
89 KK | *01/*03 G/G A/G k
90 RS *09/*%13 G/G G/G m
91 AW | *07/*13 G/G A/G k
92 JS *04/%12 G/G G/G m
93 M *13/*16 G/G A/G m
94 LG *07/*07 G/A G/G m
95 MG | *07/*07 G/A G/G m
96 JK *13/*%15 G/G G/G k
97 LK *12/*16 G/G G/G m
98 EF *13/*%13 G/IG A/G k
99 GD *13/*13 G/G G/G m
100 BO *01/*01 G/G G/G k
101 RG *07/%16 G/A A/G m
102 BS *07/*07 G/A G/IG k
103 LP *11/*15 G/G A/G m
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104 PK *01/%15 G/G G/G m
105 MR | *08/*11 G/G A/G m
106 JZ *01/*11 G/IG G/IG k
107 AN *11/*16 G/IG G/IG k
108 KJ *07/*12 G/G A/G k
109 KW | *01/*04 G/G G/G m
110 BZ *01/*11 G/G G/G k
111 KF *03/*07 G/A G/G k
112 ™ | *11/*15 G/G G/IG m
113 D *15/*%15 G/G G/G m
114 AK | *03/*%16 G/A A/G k
115 TS *03/*%13 G/G G/G m

pte¢: m-meska, k-zenska
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Zalacznik 3. Ryciny przykladowych sekwencji
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