
 

UNIVERSITA’ DEGLI STUDI DI SASSARI 
FACOLTA’ DI MEDICINA E CHIRURGIA 

 

DOTTORATO DI RICERCA IN FISIOLOGIA, MORFOLOGIA, FARMACOLOGIA E 

FISIOPATOLOGIA DEL SISTEMA NERVOSO 

XXI CICLO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SVILUPPO DEL SISTEMA NERVOSO CENTRALE  

E GENETICA 

 

 

 

 

 

Coordinatore:  

Chiar.mo Prof. Eusebio Tolu 

 

Tutor:  

Chiar.mo Prof. Andrea Montella  

Dottorando:  

Dott.ssa Maria Antonietta Serafina Moro 

 

 

Anno Accademico 2007-2008 

 



 

 
Maria Antonietta Serafina Moro- Sviluppo Sistema Nervoso Centrale e Genetica 

Tesi di Dottorato in: Fisiologia, Morfologia, Farmacologia, Fisiopatologia del Sistema Nervoso- 

Università degli Studi di Sassari 

 

1 

INDICE 

 

INTRODUZIONE .......................................................................................... 3 

1. EMBRIOLOGIA.......................................................................................... 3 

2. MECCANISMI GENETICI E MOLECOLARI DELL’EMBRIOGENESI ................ 11 

3. DIFETTI DEL TUBO NEURALE .................................................................. 16 

3.1 INCIDENZA DEI DTN ......................................................................... 17 

3.2 TIPOLOGIE DI DTN ........................................................................... 18 

3.2.1 Craniorachischisi .................................................................... 18 

3.2.2 Anencefalia .............................................................................. 19 

3.2.3 Iniencefalia .............................................................................. 20 

3.2.4 Spina Bifida (Mielocele e Mielomeningocele) ........................ 21 

3.2.5 Cefalocele ................................................................................ 23 

3.2.6 La Spina Bifida Occulta .......................................................... 25 

3.2.7 L'Idrocefalia ............................................................................ 26 

3.2.8. Ipsicefalia ............................................................................... 27 

3.2.9. Oloprosencefalia .................................................................... 27 

4. SINDROMI COMPLESSE ASSOCIATE A DTN ............................................. 28 

4.1 SINDROME DI MECKEL ...................................................................... 28 

4.2 MALFORMAZIONE DI ARNOLD-CHIARI TIPO II .................................... 29 

4.3 DANDY-WALKER ............................................................................... 30 

4.4 KLIPPEL-FEIL ................................................................................... 31 

4.5 ALTRE SINDROMI .............................................................................. 32 

5. EZIOLOGIA ............................................................................................. 33 

6. CALCOLO DEL RISCHIO .......................................................................... 34 

7. RUOLO DELL’ACIDO FOLICO NEI DTN ................................................... 34 



 

 
Maria Antonietta Serafina Moro- Sviluppo Sistema Nervoso Centrale e Genetica 

Tesi di Dottorato in: Fisiologia, Morfologia, Farmacologia, Fisiopatologia del Sistema Nervoso- 

Università degli Studi di Sassari 

 

2 

7.1 ACIDO FOLICO E METILENTETRAIDROFOLATOREDUTTASI (MTHFR) .. 36 

7.2 PREVENZIONE PRIMARIA ................................................................... 37 

8. SCREENING DIAGNOSTICO PRENATALE .................................................. 38 

8.1 TEST ECOGRAFICI E BIOCHIMICI ........................................................ 38 

8.1.1. L’esame ecografico ................................................................ 38 

8.1.2. α-fetoproteine (AFP) .............................................................. 42 

8.1.3. Acetilcolinesterasi .................................................................. 44 

OBIETTIVI DELLA RICERCA .................................................................. 45 

MATERIALI E METODI ............................................................................ 46 

1. CAMPIONE ............................................................................................. 46 

2. TECNICHE .............................................................................................. 47 

2.1 ESAME MORFOLOGICO ...................................................................... 47 

2.1.1 STUDIO MORFOISTOLOGICO ........................................................... 48 

2.2 CITOGENETICA CLASSICA .................................................................. 50 

2.2.1 Analisi cromosomica su liquido amniotico ............................. 50 

2.2.2 Colorazione in bande QFQ ..................................................... 51 

2.2.3 Analisi cromosomica su fibroblasti cutanei ............................ 51 

2.3 CITOGENETICA MOLECOLARE ........................................................... 52 

2.3.1 Analisi di F.I.S.H. (Ibridazione in situ fluorescente) .............. 52 

3. DATABASE ............................................................................................. 58 

RISULTATI ................................................................................................. 59 

DISCUSSIONE ............................................................................................ 69 

CONCLUSIONI ........................................................................................... 81 

BIBLIOGRAFIA .......................................................................................... 83 



 

 
Maria Antonietta Serafina Moro- Sviluppo Sistema Nervoso Centrale e Genetica 

Tesi di Dottorato in: Fisiologia, Morfologia, Farmacologia, Fisiopatologia del Sistema Nervoso- 

Università degli Studi di Sassari 

 

3 

INTRODUZIONE 

1. EMBRIOLOGIA 

La struttura primaria dell’embrione è trilaminare, costituita da endoderma, 

mesoderma ed ectoderma; la morfogenesi del Sistema Nervoso è un 

processo complesso che si svolge mediante la stessa sequenza di tappe in 

tutti gli embrioni dei vertebrati, nel quale intervengono due dei tre foglietti 

embrionali: il mesoderma e l’ectoderma; il primo induce cambiamenti 

morfologici nel secondo che può così differenziarsi fino a diventare tubo 

neurale. 

Il Sistema Nervoso Centrale (SNC) compare all’inizio della terza settimana 

di gestazione nello stadio presomitico tardivo come ispessimento 

ectodermico allungato, la placca neurale, localizzata nella regione dorsale 

mediana dell’embrione al davanti del nodo di Hensen e della linea primitiva 

(1,2) (Fig. 1). 

 

 

Fig. 1 – Superficie dorsale dell’embrione. 18° giorno di sviluppo.  
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Il processo mediante il quale la placca neurale dà origine al tubo neurale si 

chiama neurulazione e lo stadio embrionale durante cui avvengono questi 

processi è chiamato neurula. Esistono due modalità principali per convertire 

la placca neurale in tubo neurale. La prima è la neurulazione primaria: le 

cellule della placca neurale vengono indotte dalle cellule circostanti a 

proliferare, a invaginarsi e a staccarsi dalla superficie formando un tubo 

cavo. Il processo della neurulazione primaria è simile negli anfibi, nei rettili, 

negli uccelli e nei mammiferi. La neurulazione primaria comincia quando 

l’embrione è lungo approssimativamente 1mm. La placca neurale diviene 

depressa lungo il suo asse, in modo da formare una doccia neurale 

longitudinale, poco profonda (Fig. 2). 

 

 

 

 

Fig. 2 – Formazione del tubo neurale. 18°-20° giorno di sviluppo. 

 A. Doccia neurale. B. Tubo neurale 
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Al momento della comparsa dei somiti dal mesoderma parassiale al 20° 

giorno di sviluppo, la placca neurale si è considerevolmente ispessita e la 

doccia neurale si è approfondita (3); cranialmente, il margine della placca 

ora risulta nettamente distinto dall’ectoderma adiacente a livello della 

cosiddetta giunzione neuroectodermica o neurosomitica. La placca neurale 

si presenta, da ciascuna parte della linea primitiva, come una zona allungata, 

di forma larga e bilobata anteriormente, più sottile nella porzione intermedia 

e di nuovo espansa nella regione caudale prima di assottigliarsi (Fig. 3).  

 

 

Fig. 3 – Embrione al 18° (A) - 20° (B) giorno di sviluppo. 

A. Sviluppo della placca neurale. B. Comparsa dei somiti. C. Immagine al 

Microscopio Elettronico a Scansione di un embrione al 20° giorno di 

sviluppo. 

 

Con l’accrescimento in lunghezza del disco embrionale e le concomitanti 

modificazioni evolutive del nodo di Hensen e della linea primitiva, la placca 

neurale si estende anche caudalmente, così che il blastoporo, orifizio che 

corrisponde al limite tra ectoderma ed endoderma, viene a trovarsi entro di 
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essa. Al 22° giorno sono visibili sette distinti somiti; i due margini laterali 

della doccia neurale si sollevano per proliferazione mitotica cellulare 

incontrandosi dorsalmente sulla linea mediana, nella regione dal quarto al 

sesto somite, che fondendosi danno origine al tubo neurale. La fusione 

inizia nella regione cervicale e procede in direzione cefalo-caudale. Una 

volta che la fusione è iniziata le estremità aperte del tubo neurale formano i 

neuropori craniale e caudale che comunicano con la sovrastante cavità 

amniotica. La porzione di placca e tubo situata caudalmente a questo stadio 

rappresenta la porzione cervicale superiore del futuro midollo spinale. In 

embrioni di 10 somiti (tra il 22° e il 23° giorno) la chiusura della doccia 

neurale si è estesa cranialmente alla regione dei somiti e caudalmente a 

livello del decimo somite. La chiusura definitiva del neuroporo craniale 

avviene allo stadio di 18-20 somiti (25° giorno), quella del neuroporo 

caudale circa due giorni dopo, con l’inizio della fase di neurulazione 

secondaria. Nella neurulazione secondaria il tubo neurale si origina per 

coalescenza di cellule mesenchimali che formano un cordone solido, che 

successivamente si cavita costituendo un tubo. All’estremità caudale del 

tubo neurale primario (futura porzione lombare del midollo spinale) si 

realizza un processo definito di differenziazione retrograda che porta alla 

canalizzazione di una massa cilindrica di cellule mesenchimali 

indifferenziate. Il nuovo canale aderisce al tubo primario e ne completa la 

definitiva formazione. In genere la parte anteriore del tubo si forma per 

neurulazione primaria, mentre la parte posteriore si forma per neurulazione 

secondaria (Fig. 4).  
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Fig. 4 – Embrione dal 21° al 25° giorno di sviluppo. 

Fasi della chiusura del tubo neurale. 

 

Negli stadi somitici tardivi, il SNC è rappresentato dalle pareti di un tubo 

cavo che è incurvato in conformità con la convessità dorsale dell’embrione 

ed è dilatato cranialmente. La maggior parte di questo tubo si trova 

dorsalmente rispetto alla notocorda, cordone cellulare solido posto al di 
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sotto del tubo neurale e che serve da base per lo scheletro assiale. 

L’estremità craniale del tubo si proietta oltre la notocorda al di sopra dello 

stomodeo, fossetta ectodermica al di sotto dell’estremità cefalica 

dell’embrione. La sua porzione caudale è in comunicazione, per un certo 

tempo, con l’intestino posteriore mediante un piccolo orifizio, il canale 

neuroenterico, che si formerà dall’evoluzione del blastoporo e del canale 

notocordale. Poiché la placca neurale, e più tardi il tubo neurale, continuano 

ad allungarsi caudalmente fino a che non si è abbozzato il completo asse 

dell’embrione, la differenziazione del tessuto neurale della parte caudale del 

midollo spinale non è completa fino a che non cessa il periodo di 

formazione dei somiti. Alla fine di tale periodo, 29° giorno, il SNC di 

struttura tubulare è costituito da un’estremità cefalica allargata, l’encefalo, e 

una lunga porzione caudale, il midollo spinale (1). 

L’estremità cefalica presenta tre dilatazioni, le vescicole encefaliche 

primarie: il prosencefalo o encefalo anteriore; il mesencefalo o encefalo 

medio; e il rombencefalo o encefalo posteriore. Contemporaneamente, il 

tubo neurale forma due flessure: la flessura cervicale, alla giunzione 

dell’encefalo posteriore con il midollo spinale; e la flessura cefalica, 

localizzata nella regione del mesencefalo (Fig. 5).  

Quando l’embrione ha raggiunto le 5 settimane, il prosencefalo risulta 

formato da due parti: il telencefalo, formato da una porzione mediana e da 

due estroflessioni laterali, gli emisferi cerebrali primitivi; e il diencefalo, 

caratterizzato dall’evaginazione delle vescicole ottiche. Il mesencefalo è 

separato dal rombencefalo da un profondo solco, l’istmo del rombencefalo.  
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Fig. 5 – Embrione al 29° giorno di sviluppo. 

 

 

La cavità del midollo spinale, il canale centrale, comunica con quella delle 

vescicole encefaliche. La cavità del rombencefalo è nota come quarto 

ventricolo, quella del diencefalo come terzo ventricolo, e quelle degli 

emisferi cerebrali come ventricoli laterali. Il III° e il IV° ventricolo sono 

collegati tra di loro attraverso il canale del mesencefalo. Questo canale si 

restringe notevolmente ed è noto con il nome di acquedotto di Silvio. I 

ventricoli laterali comunicano con il III° ventricolo attraverso i forami 

interventricolari di Monro.  

Per quanto riguarda il midollo spinale, esso si forma subito dopo la chiusura 

del tubo neurale. Le cellule neuroepiteliali che costituiscono il tubo neurale 

si dividono rapidamente formando lo strato neuroepiteliale (Fig. 6). 
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Successivamente, queste cellule si differenziano in neuroblasti (cellule 

nervose primitive) formando una zona nota come strato mantellare.  

 

 

Fig. 6 – Immagine al Microscopio Elettronico a Scansione di una sezione di 

tubo neurale. Cellule neuroepiteliali. 

 

Questo strato circonda lo strato neuroepiteliale e dà origine, in seguito, alla 

sostanza grigia del midollo spinale. Lo strato più esterno del midollo 

spinale contiene fibre nervose che provengono dai neuroblasti dello strato 

mantellare ed è noto come strato marginale. Le fibre nervose dello strato 

mantellare andranno poi incontro a mielinizzazione dando origine alla 

sostanza bianca del midollo spinale (1). 
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2. MECCANISMI GENETICI E MOLECOLARI DELL’EMBRIOGENESI  

L'interazione fra il mesoderma dorsale e il soprastante ectoderma è una delle 

più importanti di tutto lo sviluppo perché dà inizio all'organogenesi. Nel 

corso di questa interazione il cordomesoderma induce nell'ectoderma 

soprastante la formazione del tubo neurale. Esso secerne molecole prodotte 

dai geni noggin, chordin, e follistatin che inattivano la BMP-4 (Proteina 

morfogenetica dell’osso). Altri geni quali WNT-3a (wingless-related 

MMTV integration site 3A, che esprimono per molecole segnale essenziali 

per lo sviluppo dei somiti) e FGF (fattore di crescita dei fibroblasti) 

svolgono un ruolo importante nelle regioni caudali del sistema nervoso. In 

realtà tutto l’ectoderma è indirizzato a dar origine all’epidermide grazie alle 

proteine BMP, ma una striscia ben definita di mesoderma emette un segnale 

inducente all’ectoderma che agisce da antagonista delle BMP e fa sì che le 

cellule si differenzino in tessuto nervoso (1). Una parte dell'ectoderma 

dorsale è destinato a divenire ectoderma neurale e le sue cellule si 

diversificano per il loro aspetto colonnare, dando così origine alla placca 

neurale. Poco dopo che si è formata la placca neurale, i suoi margini si 

ispessiscono e si sollevano a formare le pieghe neurali, mentre al centro 

della placca compare la doccia neurale a forma di U, che divide il futuro lato 

destro da quello sinistro dell'embrione. Le cellule che si trovano nella parte 

più dorsale del tubo diventano le cellule della cresta neurale. Le cellule della 

linea mediana nella placca neurale sono dette cellule del punto cardinale 

mediale MHP (medial hinge point). Tali cellule si ancorano alla notocorda 

sottostante, assumono, grazie all'azione dei microtubuli e dei microfilamenti, 

la forma di cuneo e costituiscono un cardine che forma un solco sulla linea 

mediana dorsale. Poco dopo, altre due regioni cardine formano due solchi in 



 

 
Maria Antonietta Serafina Moro- Sviluppo Sistema Nervoso Centrale e Genetica 

Tesi di Dottorato in: Fisiologia, Morfologia, Farmacologia, Fisiopatologia del Sistema Nervoso- 

Università degli Studi di Sassari 

 

12 

vicinanza dei punti di connessione della placca neurale con il resto 

dell'ectoderma. Queste regioni sono dette punti cardine dorsolaterali DLHP 

(dorsolateral hinge points), aumentano la loro altezza e diventano 

cuneiformi anche loro. Il tubo neurale si chiude allorché le pieghe neurali 

appaiate si uniscono a livello della linea mediana dorsale. La chiusura del 

tubo neurale non si compie simultaneamente in tutto l'ectoderma. Le due 

estremità aperte del tubo neurale sono il neuroporo anteriore e il neuroporo 

posteriore.  

Alla fine il tubo neurale si separa dall’ectoderma superficiale. Si ritiene che 

questa separazione sia mediata dall’espressione di differenti molecole di 

adesione cellulare. Le cellule che diventeranno tubo neurale smettono di 

sintetizzare E-caderina e sintetizzano N-caderina e N-CAM. In conseguenza 

di ciò i tessuti dell’ectoderma superficiale e del tubo neurale non aderiscono 

più fra di loro. La neurulazione secondaria comporta l’addensamento di 

cellule mesenchimali a formare un cordone midollare al di sotto 

dell’ectoderma superficiale che successivamente si caviterà in tubo neurale. 

La conoscenza dei meccanismi nella neurulazione secondaria può essere 

importante in medicina per l’alta frequenza di malformazioni del tratto 

terminale del midollo spinale nell’uomo.  

La disposizione anteroposteriore (cranio-caudale) del SNC inizia 

precocemente nello sviluppo, durante la gastrulazione e l’induzione neurale. 

I segnali per la separazione dell’encefalo nelle regioni del prosencefalo, 

mesencefalo e rombencefalo sono derivati da geni omeobox espressi dalla 

notocorda, dalla piastra precordale e dalla placca neurale.  

Il rombencefalo presenta 8 segmenti, i rombomeri, la cui formazione è 

determinata dall’espressione dei geni HOX. Questi sono geni concatenati, 
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facenti parte di un omeodominio, organizzati in 4 gruppi, HOXA, HOXB, 

HOXC, e HOXD su 4 cromosomi diversi (1) (Fig. 7).  

 

 

Fig. 7 – Schemi dell’espressione dei geni HOX e della loro migrazione nel 

rombencefalo. 

 

 

I geni verso il terminale 3’ del cromosoma controllano lo sviluppo delle 

strutture più craniali; quelli verso il terminale 5’ regolano la 

differenziazione delle strutture più posteriori. Insieme essi regolano lo 

sviluppo dell’encefalo posteriore e dell’asse dell’embrione. Non è ancora 

chiaro il meccanismo scatenante l’espressione di questi geni; sembra che un 

eccesso di acido retinoico induca i rombomeri più craniali a differenziarsi in 
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quelli più caudali, mentre una sua carenza provoca la formazione di un 

rombencefalo più piccolo (1,5,6). 

Anche le caratteristiche delle aree del prosencefalo e del mesencefalo sono 

regolate da geni contenenti un omeodominio appartenenti alla famiglia LIM 

e OTX. Tra questi LIM1, che viene espresso dalla placca precordale, e 

OTX2, espresso dalla placca neurale, sono i responsabili della designazione 

delle aree del prosencefalo e del mesencefalo. Due altri centri organizzatori, 

la cresta neurale anteriore e l’istmo rombencefalico, secernono FGF8 che 

serve da induttore del segnale per queste aree. In risposta a questo fattore di 

accrescimento, l’estremità craniale del prosencefalo esprime BF1 (Brain 

Factor 1) che regola lo sviluppo del telencefalo. Lo sviluppo dorso-ventrale 

è regolato ventralmente da SHH (Sonic Hedgehog), che ventralizza 

l’encefalo, secreto dalla placca precordale. SHH inoltre induce l’espressione 

di un gene contenente un omeodominio (NKX2.1) che regola lo sviluppo 

dell’ipotalamo. Lo sviluppo dorsale (laterale) del tubo neurale è controllato 

dalle proteine morfogenetiche dell’osso 4 e 7 (BMP-4 e BMP-7), espresse 

nell’ectoderma non neurale adiacente alla placca neurale (Fig. 8). 

La regolazione molecolare dello sviluppo del midollo spinale è attribuita 

essenzialmente all’espressione di fattori quali SHH (sonic hedgehog), BMP-

4 e BPM-7. SHH è una molecola morfogenetica espressa nella notocorda, da 

qui essa diffonde nella porzione caudale della placca neurale, determinando 

la repressione dei fattori di trascrizione PAX3, PAX7, MSX1 e MSX2, si ha 

così la ventralizzazione del tubo neurale. Successivamente questa regione 

evolverà sempre grazie all’azione induttiva di SHH in lamina del pavimento 

e in neuroni motori nella lamina basale. BPM-4 e BPM-7 vengono espressi 

nell’ectoderma non neurale al margine della placca neurale regolando a 

monte i geni PAX-3 e PAX-7 nella metà dorsale del tubo neurale, dove si 
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formeranno i neuroni sensitivi della lamina alare. PAX-3 e PAX-7 sono 

essenziali per la formazione delle cellule della cresta neurale all’apice delle 

pieghe neurali, inoltre sembra fondamentale la loro espressione iniziale per 

la formazione dei tipi cellulari ventrali, sebbene essi siano repressi da SHH 

(1) (Fig. 9) 

 

 

Fig. 8 – Schema che illustra la regolazione dello sviluppo dorso-ventrale da 

parte del gene SHH. 
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Fig. 9 – Regolazione molecolare dello sviluppo del midollo spinale. 

 

3. DIFETTI DEL TUBO NEURALE 

I difetti della chiusura del tubo neurale (DTN) costituiscono una delle più 

frequenti anomalie congenite derivanti dalla mancata chiusura del tubo 

neurale durante la neurulazione primaria (18°-27°giorno dal concepimento). 

I DTN sono caratterizzati dalla presenza di un difetto o difrasia cerebrale, 

spinale o cerebrospinale. Le forme più comuni dei DTN sono descritte come 

difetti aperti (quali anencefalia e mielomeningocele, o spina bifida), i quali 

risultano dalla mancata fusione rispettivamente nella regione craniale e 

spinale del tubo neurale (7). Altri disrafismi aperti (che includono 

mieloschisi) sono qualche volta associati alla malformazione di Arnold-

Chiari di tipo II. Altri difetti sono definiti di tipo chiuso (coperti da cute) e 

sono classificati clinicamente dalla presenza di massa sottocutanea 

(meningocele e mielocistocele) o dall’assenza di tale massa (8). Nella 

maggior parte dei casi si presentano come difetti isolati a eziologia 

multifattoriale e multigenica (7). Fattori quali: etnia, posizione geografica, 
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deficienze nutrizionali (per esempio carenza di folati), possono giocare un 

ruolo importante nella loro eziopatogenesi. Inoltre difetti del tubo neurale 

possono comparire anche in sindromi malformative complesse. Sebbene il 

quadro clinico sia solitamente inequivocabile, la diagnosi differenziale va 

posta nelle situazioni in cui DTN sono parte integrante di quadri clinici più 

complessi come ad esempio: presenza di un encefalocele accompagnato da 

un’ipoagenesia dei lobi olfattori, cheilopalatoschisi, polidattilia e da 

malformazioni oculari e renali che costituiscono il quadro clinico della 

sindrome di Meckel-Gruber, a trasmissione autosomica recessiva. In ordine 

crescente di severità, i difetti che derivano dalla neurulazione primaria sono: 

craniorachischisi totale, anencefalia (a cui può essere associata inincefalia), 

mieloschisi, encefalocele, mielomeningocele (9); spesso queste embriopatie 

sono correlate a sindromi complesse quali: malformazioni di Arnold-Chiari 

(tipo II), Dandy-Walker, Klippel-Fiel.  

 

3.1 INCIDENZA DEI DTN 

Il tasso di prevalenza dei DTN mostra ampie variazioni tra aree geografiche. 

Dati ISTAT 2007 calcolano il rischio di ricorrenza di DNT in Italia di 1 su 

1000 nascite, mentre negli USA il rischio di ricorrenza è del 2 per mille 

nascite (10). L’anencefalia è il più comune di tutti i DTN. È una condizione 

letale che colpisce più frequentemente i feti femminili con un incidenza 

dell’ 1 su 1000 nascite (11,12,13). È stato stimato che circa il 75% dei feti 

con anencefalia nasce morto. La maggior parte dei bambini nati vivi muore 

entro le prime 48 ore, mentre i restanti muoiono nella prima settimana di 

vita, sebbene siano state riportate sopravvivenze prolungate sino a 14 mesi 

(14,15,16). La variante Iniencefalia si presenta con un’incidenza che varia 
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dall’1 al 6 per 10.000 nascite. Come nell’anencefalia, la maggior parte dei 

feti affetti sono femminili (90%) e nascono morti. Negli Encefaloceli 

l’incidenza riportata varia dall’1 per 3.500 all’1 per 5.000 nati vivi (17). Per 

quanto riguarda i cefaloceli in Europa e nel Nord America dal 66% all’ 89% 

sono occipitali, mentre la restante parte è equamente distribuita tra le forme 

occipitali e parietali. In Tailandia e in altri paesi dell’Asia del sud, la 

localizzazione frontale (sincipitale) è più comune di quella occipitale 

(13,18,19,20). L’incidenza di mielomeningocele negli Stati Uniti è 

compresa tra lo 0.2 e lo 0.4 ogni mille nati vivi; questo numero riflette un 

trend in discesa dagli anni ’70, quando l’incidenza riportata era dello 0.5-0.6 

per 1000 nati vivi (21). Nell’oloprosencefalia l'incidenza è stimata da 

1:11000 a 1:20000 nati vivi, e 1:250 durante l’embriogenesi; il rapporto 

femmine/maschi è di 2:1 senza distinzione di sesso (22). 

 

3.2 TIPOLOGIE DI DTN 

3.2.1 Craniorachischisi 

La craniorachischisi è un difetto del dovuto alla mancata chiusura della 

parte anteriore e posteriore del tubo neurale della linea mediana, si ha 

un’acrania con anencefalia (difetto cranico aperto) in continuità con una 

difrasia spinale (colonna vertebrale completamente aperta). Si pensa che 

questa patologia insorga tra il 17° e il 23°giorno dal concepimento per una 

totale mancata nerulazione, cervello e midollo spinale la cui evoluzione si è 

arrestata a livello della placca protrudono all’esterno per la mancata 

chiusura della teca cranica e degli archi vertebrali privi di rivestimento 

cutaneo e meningeo. La craniorachischisi è presente sino al 10% dei feti 

http://it.wikipedia.org/wiki/Incidenza
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anencefali (23). La maggior parte dei feti affetti da questo tipo di DTN sono 

abortiti spontaneamente all’inizio della gravidanza (9).  

 

3.2.2 Anencefalia 

L’Anencefalia è una rara malformazione del tubo neurale, che può 

intervenire tra il 16° e il 26° giorno di gestazione, dovuta a un difetto nella 

chiusura del neuroporo rostrale. Questa comprende l’assenza della volta 

cranica e di entrambi gli emisferi cerebrali, e la mancanza di zone più o 

meno estese della restante porzione cefalica del tubo neurale. Solitamente il 

cervelletto è assente e il tronco cerebrale può essere ipoplastico (4). In 

questo contesto vengono conservati il viso e le ossa della base cranica. 

Caratteristici sono gli occhi, che risultano prominenti e sorprendentemente 

ben formati, pur essendo assenti i nervi ottici, altre caratteristiche 

fenotipiche sono: il collo corto, orecchie accartocciate e grandi, naso grande 

ed appiattito, associate si presentano malformazioni viscerali. Esistono due 

tipi di anencefalia: parziale (meroacrania), con mancato interessamento del 

forame occipitale, e la totale (olocrania) con interessamento del forame 

occipitale che risulta aperto. 

La sequenza di sviluppo degli eventi che conducono all’anencefalia è stata 

inizialmente spiegata sperimentalmente sugli animali esposti ad alte dosi di 

vitamina A. Studi successivi su embrioni umani hanno suggerito che, anche 

nell’uomo si ha una medesima progressione di quest’anomalia (24,25), e 

che lo sviluppo dell’ anencefalia consta di tre fasi: disrafia, exencefalia, e 

infine distruzione del materiale fuoriuscito durante il periodo fetale. La fase 

di disrafia, può presentarsi già verso i 18-20 giorni postovulatori, come 

difetto mesenchimale dovuto a una mancata chiusura del solco neurale nella 
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regione rostrale. Segue la fase di exencefalia, una malformazione 

“provvisoria” in cui il tessuto cerebrale, differenziato e ben sviluppato, è 

esposto al liquido amniotico per l’ assenza delle ossa della calotta cranica, 

del cuoio cappelluto e della dura madre durante la vita embrionale. Ed infine 

nella terza ed ultima fase si ha la distruzione del materiale fuoriuscito 

durante il periodo fetale con conseguente anencefalia (25,26,27,28). Per 

questo motivo molti casi di exencefalia diagnosticati in utero hanno il 

classico aspetto dell’anencefalia al momento della nascita (29). La maggior 

parte dei feti anencefali, così come quelli exencefali hanno malformazioni 

tali da non renderli compatibili con la vita postnatale. Bambini anencefali 

possono nascere vivi, avere riflessi primitivi, e sopravvivere per diversi 

giorni. Questo ha portato a un’intensa disputa circa la cura e la diagnosi di 

morte cerebrale di neonati anencefali, e l’uso dei loro organi per i trapianti 

(Comitato Nazionale per la Bioetica 21 giugno 1996). 

 

3.2.3 Iniencefalia  

L’iniencefalia malformazione letale e complessa, può essere associata 

all’exencefalia o all’anencefalia (4). Questo DTN è dovuto a un arresto 

dello sviluppo embrionale non più tardi del 24° giorni dal concepimento. 

Determina la persistenza della retroflessione cervicale embrionale, che porta 

alla mancata chiusura del solco neurale nell’area cervicale o toracica 

superiore della colonna vertebrale (30,31,32). Nell’iniencefalia si ha un 

difetto nell’osso occipitale che coinvolge il forame magno; una marcata 

retroflessione di tutta la spina dorsale, l’occipite rivolto verso la regione 

lombare porta il viso all’insù, la cute della mandibola è in continuità con 

quella del torace, il collo è assente, sono inoltre presenti difetti spinali aperti 
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di entità variabile (30,31). L’iniencefalia può essere di due tipi: iniencefalus 

clausus, o tipo chiuso; e iniencefalus apertus, o di tipo aperto. In 

quest’ultimo tipo, compare un cefalocele occipitale che protrude attraverso 

il forame magno ed è presente un difetto dell’osso occipitale (33).  

 

3.2.4 Spina Bifida (Mielocele e Mielomeningocele) 

La spina bifida è una patologia che presenta una mancata fusione degli archi 

vertebrali e si manifesta in varie forme, dalla più innocua, facilmente 

risolvibile tramite un intervento chirurgico, fino alle situazioni più critiche, 

in cui il midollo spinale e le meningi sono contenuti in una sacca esterna 

(spina bifida con meningomielocele) oppure sono completamente esposti 

(spina bifida con mieloschisi o con mielocele). La caratteristica principale 

nel disrafismo spinale è la spina dorsale aperta, con protrusione del 

contenuto spinale attraverso il difetto osseo. Nell'80% dei casi si riscontra a 

livello lombare e nell'80% dei casi sono rivestiti da cute non integra. Nel 

meningocele le meningi sono incorporate dentro la cute, mentre nel 

mielomeningocele si riscontra un’erniazione delle meningi e midollo spinale; 

per questo motivo il primo DTN generalmente non è associato a deficit 

neurologico al contrario del secondo che ne è sempre correlato. 

Il mielocele e il mielomeningocele si sviluppano similarmente, ma il 

termine mielocele o rachischisi si riferisce ad una placca mediana di tessuto 

nervoso (placode neurale) che non è coperta da cute. In contrasto, se il 

tessuto neurale è incluso in una protuberanza ricoperta con aracnoide e dura 

madre (foglietti meningei), il difetto prende il nome di mielomeningocele o 

meningomielocele. Se la protuberanza contiene solo aracnoide e dura madre 

è chiamata meningocele (34). Circa il 10%-15% dei difetti spinali disrafici è 
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di tipo chiuso ed il difetto osseo è ricoperto da cute sana. Circa l’80% delle 

lesioni è localizzato a livello del midollo lombare, o lombo-sacrale mentre 

le restanti sono localizzate nelle aree cervicali e sacrali (35). Lo sviluppo del 

mielomeningocele ha inizio intorno alla quarta settimana di gestazione (26°-

30°gg), nel momento in cui si chiude il neuroporo caudale posteriore. I tratti 

caratteristici malformativi caratteristici sono: la colonna vertebrale aperta a 

forma di U, il segmento osseo colpito mostra una configurazione divergente 

degli archi vertebrali normali.  

La mieloschisi insorge tra il 23°ed il 26° giorno dal concepimento per la 

mancata chiusura della parte posteriore del tubo neurale per mancata 

chiusura della doccia neurale. Il midollo spinale protrude all’esterno senza 

alcun rivestimento. Appare come una massa rotondeggiante solida colore 

rosso scuro, poco sporgente sul piano cutaneo. La struttura del tessuto 

nervoso appare profondamente alterata. 

La sensibilità diagnostica dell’ecografia prenatale nell’identificare il 

mielomeningocele è compresa tra l’80% ed il 90%; queste percentuali sono 

anche più alte se si conoscono i livelli di AFP (alfafetoproteina) materna 

sierica (36,37,38,39). È importante determinare la localizzazione e 

l’estensione della lesione spinale perché ciò si correla con l’outcome 

neurologico del feto. Più la lesione è estesa ed alta più severe saranno le 

disfunzioni neurologiche del neonato. L’anomalia è stata ben presto 

ricondotta a fattori genetici, riconoscendo in un polimorfismo genico dei 

geni dei folati e del metabolismo dell’omocisteina l’associazione con un 

aumentato rischio dei difetti del tubo neurale. Studi di popolazione e su 

famiglie indicano una causa multigenica di questo tipo di difetti, senza 

trovare un unico gene causale negli esseri umani. Tuttavia sulla base di 

ricerche condotte su 80 topi mutanti è nata l’ipotesi che le mutazioni in due 
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geni VANGL1 e VANGL2 possano esserne causa di DTN (40). In uno studio 

su 144 pazienti di cui 137 italiani, in tre pazienti italiani sono state 

individuate tre mutazioni del gene VANGL1, V2391, R274Q e M328T, 

associate a difetti del tubo neurale isolati o con familiarità. A livello 

biochimico si è visto che la mutazione V2391 impedisce l’interazione della 

proteina VANGL1 con particolari proteine Dvl (disheveled) che possono 

compromettere il recupero delle stesse verso la membrana cellulare e quindi 

perturbare i segnali molecolari durante la fase di gastrulazione, dello 

sviluppo embrionale e durante la chiusura del tubo neurale (41). 

 

3.2.5 Cefalocele  

Il cefalocele è un difetto cranico presente lungo le suture ossee. È definito 

come erniazione del tessuto encefalico o meningeo al di fuori della calotta 

cranica e deriva da difetti del mesoderma in corrispondenza della chiusura 

del tubo neurale. Lo sviluppo dei cefaloceli più severi ha luogo non più tardi 

dei 26 giorni dopo il concepimento, nel momento in cui si chiude il 

neuroporo rostrale (9). Quando il cefalocele contiene tessuto cerebrale, 

questi difetti sono chiamati encefaloceli, se invece è presente liquido 

cerebrospinale (CSF) sono chiamati meningoceli. L’encefalocele è in genere 

una lesione chiusa ricoperta da pelle o da una sottile membrana dovuta a 

un’erniazione di tessuto neurale. Quest’ultimo usualmente contiene una 

cavità ricca di fluido in comunicazione con i ventricoli cerebrali e in circa la 

metà dei casi è presente l’idrocefalo. Il cefalocele può coinvolgere le regioni 

occipitali, frontali, temporali e parietali.  
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Cefalocele occipitale 

I cefaloceli occipitali sono più frequenti nelle femmine, contrariamente ai 

cefaloceli parietali e sincipitali prevalenti nei maschi (19). L’immagine 

ecografica di un cefalocele occipitale è quella di un struttura sacciforme 

adiacente alla testa fetale (29). La dimensione del cefalocele può variare da 

pochi millimetri sino a masse che superano le dimensioni della normale 

volta cranica (20). La circonferenza cranica (CC) e il diametro biparietale 

(DBP) possono essere significativamente inferiori ai valori attesi per l’età 

fetale, osservata microcefalia nel 9%-24% dei casi (19). Meningoceli 

rappresentano dal 10% al 20% delle lesioni occipitali (42). La porzione di 

tessuto cerebrale più presente nell’encefalocele è rappresentata dal lobo 

occipitale, che evidenzia il normale pattern di circonvoluzioni. Circa la metà 

dei cefaloceli situati al di sotto della regione cervicale contiene i lobi 

occipitali degli emisferi, ma quasi tutti contengono il cervelletto (9). 

Nel 20%-65% dei casi può essere presente idrocefalia, come risultato della 

stenosi acquedottale o per la malformazione di Chiari tipo II. Il corpo 

calloso solitamente è presente, ma può mancare in parte e totalmente. Il 

setto pellucido può mancare fino all’80 % dei casi (19). Altre malformazioni 

associate sono la displasia cerebellare, disrafismo spinale diastematomielia, 

deformità di Klippel-Feil, malformazione di Dandy-Wolker, palatosischisi 

(19,18,43,44). I cefaloceli solitamente si presentano come lesioni isolate, ma 

in una piccola percentuale possono fare parte di una sindrome cromosomica 

quali: la trisomia 13 e 18; mosaico trisomia 20; delezioni 13q; del(2)(q21-

>q24); monosomia X; e duplicazione 6 (q21->qter), 7 (pter->p11) e 8 (q23-

>qter).  

Tra le sindromi non cromosomiche la più comune è la sindrome di Meckel-

Gruber (MGS). La sindrome di Meckel Gruber è una sindrome letale 
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autosomica recessiva. A causa della sua percentuale di ricorrenza del 25%, è 

importante distinguere questa sindrome dai cefaloceli occipitali sporadici, 

che invece hanno un tasso di ricorrenza dell’ 1%-3%. Circa l’80% dei casi 

di MGS presenta un cefalocele occipitale. Molti feti con MGS nascono 

morti o muoiono entro il primo giorno di vita a causa della displasia renale, 

che determina oligroidramnios e, di conseguenza, polmoni ipoplasici, 

sebbene sia stata riportata una sopravvivenza prolungata sino a 28 mesi (45). 

La prognosi per feti con cefalocele dipende dalla localizzazione, dalle 

dimensioni e dal contenuto della lesione nonché dalla concomitante 

presenza di lesioni intracraniche o extracraniche. Il tasso di sopravvivenza 

riportato per i bambini con cefalocele posteriore varia dal 40% al 75% 

(44,46,47,48). La mortalità spesso è dovuta alla severità delle 

malformazioni associate o all’incapacità di correggere il difetto. Il 

meningocele ha un tasso di mortalità più basso dal 10% al 25% (49). 

 

3.2.6 La Spina Bifida Occulta 

La spina bifida e disrafismo spinale occulto è una malformazione della parte 

caudale del midollo. Si sviluppa come difetto di saldatura dell'arco 

vertebrale, per la mancata chiusura delle creste neurali tra il 28°e il 

42°giorno del concepimento. Sono definiti come difetti del tubo neurale di 

tipo chiuso perché ricoperti da cute integra,. Si manifesta in forma benigna 

senza essere causa di patologia nel 10% della popolazione. Può associarsi 

alla presenza di una fossetta cutanea a livello sacrale, a volte con raccolta 

pilifera (seno dermico spinale), rappresentante l'ultimo punto di separazione 

tra l'ectoderma di rivestimento ed il tubo neurale. A volte tuttavia alcune 

cellule di rivestimento rimangono incorporate nel tubo neurale e danno 
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origine a tumori ectodermici (massa dermoide intramidollare). Altre volte 

alla spina bifida si associa una dilatazione cistica del canale midollare 

(mielocistocele)(OMIM 182940) 

 

3.2.7 L'Idrocefalia 

Il termine idrocefalo deriva dal greco "hydro" che significa acqua e 

"cephalus" che significa testa. Come è insito nell'etimologia, è una 

condizione in cui la caratteristica primaria è un eccessivo accumulo di 

liquido nell'encefalo. Questo liquido è il liquor che normalmente avvolge e 

riempie le cavità dell'encefalo e del midollo spinale, in quantità di circa 150 

cc. L'eccessivo accumulo del liquor provoca una abnorme dilatazione degli 

spazi ventricolari. Il liquor è continuamente prodotto nei ventricoli, fluisce 

nelle cavità della base cranica, circola sulle superfici dell'encefalo e del 

midollo spinale ed è assorbito nel flusso sanguigno attraverso i villi 

aracnoidei. L'idrocefalo congenito è presente alla nascita e può essere 

causato da influenze ambientali durate lo sviluppo fetale o da disordini 

genetici, quali quelli riportati nelle malformazioni di Arnold-Chiari, di 

Dandy-Walker (OMIM 123155) e alterazioni del tubo neurale (spina bifida 

ed encefalocele). L'idrocefalo è diagnosticato mediante una attenta 

valutazione clinica supportato dalle indagini strumentali. Nel feto e nel 

neonato si fa ricorso agli ultrasuoni che abbinano la facile accessibilità 

all'assenza di invasività. Insostituibili nell'iter diagnostico sono però la 

Tomografia Computerizzata e la Risonanza Magnetica encefaliche. 

Quest'ultima, con particolari sequenze, permette anche una valutazione 

dinamica del flusso liquorale.  
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3.2.8. Ipsicefalia 

Ipsicefalia (o oxicefalia o turricefalia o acrocefalia) si associa a cranio-

sinostosi, con fusione prematura e quasi completa delle suture frontali e 

sagittali, che esita in una deformazione verticale del cranio caratterizzata da 

un eccessivo sviluppo in altezza della regione occipitale con appiattimento 

laterale.  

 

3.2.9. Oloprosencefalia 

L'oloprosencefalia è una malformazione cerebrale complessa, che può 

sopraggiungere tra il 18°-28°giorno di gestazione, dovuta a un difetto 

primitivo del mesoderma precordale che porta a un’anomala sepimentazione 

mediana della vescicola prosencefalica. Possono inoltre presentarsi 

dimorfismi facciali più o meno complessi quali: ciclopia, proboscide e schisi 

labio-palatina bilaterale (nelle forme più gravi), ipertelorismo oculare o 

incisivo mediano unico centrale mascellare  

L’oloprosencefalia può essere suddivisa in: lobare, semi-lobare e alobare. È 

stato osservato anche un sottotipo meno grave, noto come variante 

interemisferica media o sintelencefalia. Questi difetti della linea mediana 

possono manifestarsi in assenza di malformazioni cerebrali, configurando 

delle microforme. Fino ad oggi sono stati identificati con certezza sette geni 

responsabili della malattia: SHH, ZIC2, SIX3, TGIF, PTCH, GLI2 e 

TDGF1. In circa il 70% dei casi il difetto molecolare non è noto, 

suggerendo l'esistenza di altri geni-malattia e di fattori ambientali. Per 

spiegare la significativa variabilità clinica di questa condizione, è stato 

ipotizzato il concorso di diversi fattori genetici e/o ambientali (come il 

diabete materno). La diagnosi prenatale si basa sull'ecografia e sulla 

http://it.wikipedia.org/wiki/Prosencefalo
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risonanza magnetica, che devono essere privilegiati rispetto alla diagnosi 

molecolare (22). 

 

4. SINDROMI COMPLESSE ASSOCIATE A DTN  

In alcuni casi i difetti del tubo neurale non si presentano come una 

malformazione di tipo isolato, ma fanno parte di sindromi malformative, 

alcune delle quali ben definite. In questi casi essi possono essere ricondotti a 

mutazioni genetiche come nella sindrome di Meckel a trasmissione 

autosomica recessiva, ad agenti ambientali teratogeni come nel caso della 

sindrome di aminopterina o ad alterazioni cromosomiche come nella 

sindrome di Edwards o di Patau.  

 

4.1 SINDROME DI MECKEL 

La sindrome di Meckel è una malattia monogenica, caratterizzata dalla 

associazione tra cisti renali e segni variabili, comprese le anomalie dello 

sviluppo del sistema nervoso centrale (di solito encefalocele occipitale), la 

displasia e le cisti dei dotti epatici e la polidattilia. La prevalenza di questa 

condizione è stimata tra 0,7 e 7,5 per 100.000 nati, anche se è 

particolarmente frequente in Finlandia, dove la prevalenza alla nascita è di 1 

su 9.000 e la frequenza del gene malattia è 0,01. La polidattilia è soprattutto 

postassiale (6° dito), ma in alcuni casi è preassiale (duplicazione del pollice). 

In circa un sesto dei casi è presente un incurvamento delle ossa lunghe degli 

arti. Si possono osservare anche altre anomalie, come la palatoschisi, 

l'anoftalmia o la microftalmia, l'atresia dell'uretra e le malformazioni del 

cuore e dei genitali. La sindrome di Meckel è una condizione autosomica 
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recessiva eterogenea. Sono stati mappati tre loci: MKS1 su 17q23, MKS2 su 

11q e MKS3 su 8q21.13-q22.1. La displasia cistica dei reni è una 

caratteristica obbligatoria per la diagnosi. La fibrosi epatica e l'encefalocele 

occipitale o un'altra malformazione del sistema nervoso centrale (ad es. 

malformazione di Dandy-Walker) costituiscono criteri diagnostici minimi. Il 

confronto tra i segni clinici delle forme familiari associate al locus MKS3 e 

quelli associati ai loci MKS1 e MKS2 ha dimostrato che la polidattilia (e 

anche l'onfalocele) è meno comune nei primi. La diagnosi di sindrome di 

Meckel è quella posta più comunemente quando si osservano malformazioni 

associate a difetti del tubo neurale. La consulenza genetica è utile 

nell'informare i genitori di un paziente sul rischio di ricorrenza del 25% 

nelle future gravidanze. La diagnosi prenatale è possibile, in base al 

riscontro ecografico di una cisti intracranica anecogena e/o un difetto del 

cranio alla fine del primo trimestre, eventualmente in associazione con reni 

abnormemente grandi. Altri possibili segni ecografici possono rendersi 

evidenti in un'età gestazionale più avanzata. L'amniocentesi evidenzia 

elevati livelli di alfa-fetoproteina correlati all'encefalocele. Se la gravidanza 

giunge al termine, la morte interviene durante il periodo neonatale (OMIM 

249000, OMIM 603194, OMIM 607361). 

  

4.2 MALFORMAZIONE DI ARNOLD-CHIARI TIPO II  

La malformazione di Arnold-Chiari tipo II è presente in quasi tutti i casi di 

mielomeningocele toraco-lombare, lombare e lombosacrale. Le 

caratteristiche principali sono: il dislocamento inferiore del midollo e del 

quarto ventricolo nel canale cervicale superiore, l’allungamento e 

l’assottigliamento del midollo superiore e della porzione più bassa del ponte 
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e persistenza della flessura embrionale di queste strutture, il dislocamento 

verso il basso della porzione inferiore del cervelletto attraverso il forame 

magno, ed infine una varietà di difetti ossei del forame magno, dell’occipite, 

e delle vertebre cervicali superiori (9) (OMIM 118420, OMIM 207950). 

 

4.3 DANDY-WALKER 

La Sindrome di Dandy-Walker è causata da un alterato sviluppo durante 

l’embriogenesi del tetto del IV° ventricolo con conseguente espansione 

cistica del IV° ventricolo a livello della fossa endocranica posteriore; spesso 

è presente anche ostruzione dei forami di Luschka e di Magendie.Tale 

difetto determina di conseguenza un alterato drenaggio del liquido cefalo-

rachidiano e comparsa in circa il 90% dei pazienti di idrocefalo secondario 

severo. L’idrocefalo secondario sospinge quindi gli emisferi cerebellari in 

direzione cranio-caudale verso il tentorio del cervelletto determinandone, 

secondo la gravità, un’atrofia secondaria. La sindrome di Dandy-Walker 

può essere classificata in: Dandy-Walker classica: consiste nell’agenesia 

completa o parziale del verme cerebellare con dilatazione cistica del IV° 

ventricolo e dilatazione della fossa cranica posteriore. Il diametro traverso 

del cervelletto può essere aumentato per dislocamento laterale degli emisferi 

cerebellari o nella norma se questi risultano ipoplastici. Il diametro della 

cisterna magna risulta sempre superiore alla norma. Dandy Walker variant: 

più frequente della forma classica; è una disgenesia del cervelletto, 

caratterizzata da un piccolo difetto del verme cerebellare (porzione postero-

inferiore) con assenza della cisti della fossa endocranica posteriore che 

appare quindi nella norma. A volte le anomalie cerebellari sono assenti e la 

cisterna magna risulta ingrandita (Megacisterna magna). La sintomatologia 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id=118420
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id=207950
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alla nascita può apparire in modo drammatico legata sopratutto 

all’idrocefalo secondario o più raramente essere assente per anni. In caso di 

idrocefalo secondario l’occipite e la fronte appaiono prominenti, le 

fontanelle tese, e le suture craniche ampie. L'anomalia è eziologicamente 

eterogenea e lo studio della letteratura dimostra che, secondo la storia 

familiare e le anomalie associate, la malformazione di Dandy-Walker può 

essere autosomica recessiva in un numero di sindromi con malformazioni 

multiple (ad esempio sindrome di Meckel o Joubert), autosomica recessiva 

in casi di errori congeniti del metabolismo (ad esempio sindrome CDG), 

autosomica dominante (ad esempio sindrome G), recessiva legata all'X (ad 

esempio sindrome di Aicardi), sporadica o ad eredità non determinata, 

comprese le aberrazioni cromosomiche, o ad origine teratogena (diabete 

materno, virosi materna, medicazioni materne). Il rischio di ricorrenza è 

basso (dell'ordine di 1 a 5%) quando la DWM non è associata a malattia 

mendeliana. Frequentemente la DWM si associa a cardiopatia congenita, 

labio/palatoschisi e difetti del tubo neurale. La diagnosi prenatale ora è 

possibile tramite ecografia che evidenzia la cisti della fossa posteriore e 

l'agenesia del verme cerebellare (OMIM 220200). 

 

4.4 KLIPPEL-FEIL 

La Sindrome di Klippel Feil è una malformazione congenita che insorge 

prima della quarta settimana di vita embrionale per un disturbo della 

segmentazione delle vertebre cervicali e dei somiti mesodermici. L’aspetto 

cardine di questa embriopatia consta della riduzione in numero delle 

vertebre per la fusione di più vertebre cervicali, con rachischisi dei primi 

archi vertebrali. Forma autosomica dominante presenta un fenotipo 
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caratteristico con una testa che sembra emergere direttamente dalle spalle, 

collo corto. La sindrome porta a debolezza e atrofia dei muscoli degli arti 

superiori, paraplegia. (4). L'espressione fenotipica della sindrome di 

Klippel-Feil è variabile, presentandosi con o senza sintomi extrascheletrici o 

altre anomalie vertebrali. La sindrome è dovuta a un'anomalia della 

segmentazione cervicale durante i primi stadi della gravidanza. L'eziologia e 

la modalità di trasmissione non sono note. Tuttavia sono stati descritti casi 

di trasmissione ad apparente trasmissione autosomica dominante o recessiva 

in famiglie di consanguinei (OMIM 118100; OMIM 214300). 

4.5 ALTRE SINDROMI  

Altre Sindromi (Sdr) malformative di origine genetica a causa della 

presenza di anueploidie possono essere associate a DTN, in particolar modo 

ricordiamo: la trisomia 21 (Sdr di Down), la trisomia 18 (Sdr di Edward) e 

la trisomia 13 (Sdr Patau).  
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5. EZIOLOGIA 

L’eziologia dei difetti di chiusura del tubo neurale non è ancora del tutto 

nota. Nel caso in cui il DTN sia una malformazione isolata, l’ipotesi più 

probabile che giustifichi in qualche modo i dati epidemiologici e genetici è 

quella della genesi multifattoriale, secondo la quale i DTN sarebbero il 

risultato dell’effetto additivo di diversi geni patologici che interagiscono con 

fattori ambientali. Molti fattori ambientali sono stati chiamati in causa da 

diversi ricercatori, ma nessuno in particolare è stato identificato come causa 

precisa. Numerosi studi hanno cercato di correlare fattori socio-economici, 

infettivi, alimentari, farmacologici, ma nessuno di questi aspetti è 

considerato decisivo. La scoperta che la supplementazione vitaminica 

periconcezionale (acido folico, vitamina B12, etc) possa prevenire la 

ricorrenza di DTN ha focalizzato l’attenzione sui fattori socio-economici 

che potrebbero essere all’origine di carenze alimentari ed in particolare dei 

deficit vitaminici specie dell’acido folico. Altri fattori ambientali di 

importanza rilevante per la genesi dei DTN sono considerati la deficienza di 

zinco, l’ipertermia, l’elevata ingestione di alcool, l’acido valproico assunto 

in gravidanza ed il diabete materno insulino-dipendente. I dati 

epidemiologici interpretati alla luce del modello multifattoriale possono 

essere classificati quindi in due gruppi: quelli legati ai fattori genetici e 

quelli relativi ai fattori ambientali. 
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6. CALCOLO DEL RISCHIO 

Circa il 95% dei soggetti affetti da DNT nasce da coppie senza precedenti 

anamnestetici, il rischio di ricorrenza di feti affetti da tale patologia aumenta 

in base alla presenza di familiarità 

Il rischio di ricorrenza calcolato in Italia è di 1 su 1000, nei parenti di 

individui affetti questo varia dallo 0.5%, per cugini di primo grado all’1%, e 

nel caso di fratelli e sorelle al 2%-5%. Negli USA il rischio di ricorrenza è 

del 2 per mille nascite, questo rischio aumenta significativamente se c’è una 

storia familiare di DTN  Se uno dei genitori ha un DTN, il rischio aumenta 

fino al 5%. Se un fratello precedentemente affetto, il rischio di ricorrenza è 

approssimativamente del 2%, e se lo sono due fratelli, questo rischio 

aumenta sino al 6%-10% (10). La maggior parte dei casi di DTN ha 

un’eziologia multifattoriale. Quadri clinici diversi, quali l’anencefalia e la 

spina bifida, sono da considerarsi patogeneticamente correlati, pertanto il 

rischio si riferisce a entrambe le patologie. La stima del rischio cambia se 

tali difetti si presentano nel contesto di sindromi associate a mutazioni 

mendeliane o ad alterazioni cromosomiche.  

 

7. RUOLO DELL’ACIDO FOLICO NEI DTN 

L'acido folico o acido pteroilglutammico è una vitamina del gruppo B, la 

vitamina B9; viene coinvolto nella biosintesi delle purine e nella 

introduzione di un gruppo metilico nell'anello delle pirimidine essenziali per 

la produzione di DNA e di RNA, quindi i tessuti in fasi proliferative e di 

differenziazione, come quelli embrionali, sono maggiormente sensibili alle 

alterazioni metaboliche dei folati. L’acido folico viene sia prodotto dalla 

flora batterica intestinale che assunto tramite gli alimenti. I primi studi 
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relativi all’effetto preventivo dell’acido folico nei confronti dei difetti del 

tubo neurale (DTN) sono stati condotti negli anni ’80, analizzando gli effetti 

della somministrazione di folati e multivitaminici in donne che avevano 

avuto una precedente gravidanza con feto affetto da DTN. Sintetizzando i 

risultati di studi clinici controllati randomizzati (RCT) e di studi di coorte 

con controlli, si stima una riduzione relativa del rischio di ricorrenza di 

DTN dell’ordine del 75%-80% (50,51) Oltre agli studi compresi nella 

revisione sistematica, sei studi caso controllo (condotti tra il 1988 e il 2002) 

evidenziano un effetto di basse dosi di acido folico (0.4-0.8 mg/die) nel 

ridurre l’incidenza di DTN. Di particolare rilevanza lo studio di intervento 

su popolazioni effettuato in Cina (52), nel quale la somministrazione di 0.4 

mg di acido folico risulta associata ad una riduzione dei DTN di 41% nelle 

popolazioni a basso rischio (tasso di incidenza di DTN 1‰) e di 79% in 

quelle ad alto rischio (incidenza 5‰). 

Uno studio pilota del 1999, riguardante la prevalenza dei DTN ha 

evidenziato che i tassi complessivi di prevalenza per la spina bifida aperta e 

l’anencefalia erano 6,4/10.000 prima dell’introduzione di prodotti ai cereali 

arricchiti con acido folico o dell’uso di acido folico stesso e 4,4/10.000 dopo 

l’introduzione degli stessi. L’84% delle gravidanze in cui era identificata la 

spina bifida aperta ed il 92% in cui era diagnosticata l’anencefalia si 

interrompevano per valori di α-FP di 2 MoM (dosaggio espresso come 

multipli della mediana, cutoff 1 MoM) (53). Diverse gravidanze patologiche 

erano state identificate con l’ecografia o con l’amniocentesi senza lo 

screening su siero. Complessivamente, la prevalenza di spina bifida aperta e 

di anencefalia nelle nascite è stata ridotta del 51% e del 79% rispettivamente, 

come risultato dello screening. Interventi di fortificazione con acido folico 

delle farine, attuati negli Stati Uniti (54), Canada Nova Scotia (55), Canada 

http://www.saperidoc.it/ques_316.html
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Ontario (56), Cile (57) e Costa Rica (58) mostrano una riduzione 

dell’incidenza di DTN rispettivamente di 23%, 54%, 49% ,37% e 35% in 

Paesi (salvo il Costa Rica) il cui il tasso di incidenza pre-fortificazione era 

attorno a valori dell’1-2‰. Si può quindi stimare una riduzione 

dell’incidenza di difetti del tubo neurale di 40%-80% in caso di 

supplementazione con acido folico e di 20%-50% in caso di fortificazione. 

 

7.1 ACIDO FOLICO E METILENTETRAIDROFOLATOREDUTTASI (MTHFR)  

Negli ultimi anni hanno assunto una particolare rilevanza le ricerche relative 

ai geni che codificano enzimi coinvolti nel metabolismo dei folati. La 

MTHFR è un enzima coinvolto nella trasformazione del 5-10 

metilentetraidrofolato in 5 metiltetraidrofolato, che serve come donatore di 

metili per la rimetilazione della omocisteina a metionina tramite l'intervento 

della vitamina B12. Un polimorfismo genetico comune, dovuto alla 

sostituzione di una C (citosina) in T (timina) al nucleotide 677 (C677T), 

comporta una sostituzione di una alanina in valina nella proteina finale ed 

una riduzione dell'attività enzimatica della MTHFR.  

Le associazioni osservate tra poliformismo (C677T) del gene MTHFR, che 

codifica per l’enzima 5,10-metilentetraidrofolato reduttasi, e spina bifida 

spiegano appena 10%-15% di tutte le spine bifide (59). In Italia tale 

polimorfismo è più frequente che in altre popolazioni e il genotipo 

omozigote (TT) ha una prevalenza variabile, con gradiente nord-sud di 

15%-25% (60). Studi epidemiologici dimostrano che l’interazione tra 

concentrazione cellulare di folato e varianti genetiche degli enzimi coinvolti 

nel ciclo dell’acido folico è determinante nel modularne il meccanismo 

d’azione. In particolare, in condizioni di carenza di acido folico, il genotipo 
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variante per la MTHFRC677C→T è associato con un rischio ancora più 

elevato di sviluppare difetti in utero, malattie cardio-vascolari e tumori a 

vari siti, a causa sia di un aumento del valore di omocisteinemia, sia di 

alterazioni del livello di metilazione del DNA. La frequenza genica in 

Europa della mutazione è del 3-3,7% che comporta una condizione di 

eterozigosi (CT) in circa il 42-46% della popolazione e di omozigosi (TT) 

pari al 12-13%. In condizioni di carenza alimentare di acido folico la 

variante termolabile della MTHFR porta a livelli molto bassi l'acido folico 

nel plasma ed è pertanto un fattore di rischio per i difetti del tubo neurale 

nelle donne in gravidanza. 

 

7.2 PREVENZIONE PRIMARIA 

Per prevenzione primaria si intende la somministrazione di acido folico alle 

donne di coppie che hanno deciso programmare una gravidanza almeno 2 

mesi prima del concepimento. Il fabbisogno giornaliero per gli individui 

sani è di circa 0,2mg/die; durante la gravidanza il fabbisogno giornaliero 

raddoppia (0,4mg/die), visto che il feto attinge dalle risorse materne per il 

proprio sviluppo. I cibi più ricchi di tale vitamina sono i vegetali a foglie 

verdi come gli spinaci, la frutta come le arance e il pompelmo, i fagioli, le 

arachidi, i germi di grano e di mais, il lievito di birra e il fegato; tuttavia, va 

considerato che la cottura distrugge circa il 90% della vitamina contenuta 

negli alimenti (ISTAT 2002). 

Nel caso in cui vi sia familiarità per ricorrenza di DTN la somministrazione 

giornaliera di acido folico è di 4mg. Viene consigliata in questi casi una 

consulenza genetica per il calcolo del rischio di ricorrenza dei DTN. 
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8. SCREENING DIAGNOSTICO PRENATALE  

8.1 TEST ECOGRAFICI E BIOCHIMICI  

Questo tipo di screening vengono realizzati con semplici misurazioni 

ecografiche e/o prelievi di sangue venoso. Il Tritest è la valutazione 

computerizzata della probabilià di anomalie cromosomiche (Down) e di 

difetti del tubo neurale calcolato mediante i dosaggi sierici di 

alfafetoproteina, beta-HCG ed estriolo libero. L’esame prende in 

considerazione anche l'età materna ed i parametri biometrici ecografici fetali. 

È stato ,infatti, osservato che nei casi in cui il feto è affetto da DTN quali la 

spina bifida e l'anencefalia, i livelli di AFP sono più elevati, mentre per 

sindrome di Down i livelli di AFP e uE3 tendono ad essere più bassi rispetto 

ai valori medi, mentre i livelli di HCG tendono ad essere più alti. Mediante 

questo test la capacità di individuazione dei feti affetti da DTN aperti è tra 

l’80% e il 90%, e del 70% per la sdr di Down (61). Altro metodo di 

screening è dato dall’esame ultrasonografico che grazie a osservazioni e 

misurazioni eseguite sul feto in base a dei parametri standard possono 

rivelarsi utili per l’individuazione di anomalie. L’indagine ultrasonografica, 

eseguita tra il primo e terzo trimestre di gravidanza, rappresenta la 

principale tecnica diagnostica per i DTN in quanto i difetti occulti spesso 

sfuggono all’indagine biochimica. 

 

8.1.1. L’esame ecografico 

L’ecografia è una tecnica diagnostica non invasiva che utilizza gli ultrasuoni, 

onde sonore con frequenza superiore a quella percepibile dall’orecchio 
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umano (1-10 MHz), per esplorare le strutture interne del corpo. 

Nell’ecografia ostetrica gli ultrasuoni possono essere utilizzati attraverso 

sonde trans-addominali o trans-vaginali; nel primo caso una sonda posta 

sull’addome materno emette fasci di ultrasuoni che, quando arrivano al feto, 

vengono in parte riflessi e trasformati nelle immagini visibili sul monitor 

dell’apparecchio. Le sonde vaginali, avendo meno strati da attraversare per 

poter visualizzare il feto e gli annessi, possono essere utilizzate con echi a 

maggiore frequenza dando così immagini a maggiore definizione. 

L’ecografia ostetrica viene effettuata in periodi diversi della gestazione: 

durante il primo trimestre, con lo scopo di valutare la datazione della 

gravidanza; durante il secondo trimestre, l’esame ecografico viene eseguito 

tra la 20
a
 e la 22

a
 settimana di gestazione per escludere la presenza di 

malformazioni fetali maggiori; durante il terzo trimestre per valutare la 

crescita fetale. Con tale metodica di imaging è possibile individuare 

anomalie congenite isolate o associate ad anomalie cromosomiche quali 

DTN, malformazioni  dell’estremo cefalico quali labio-palatoschisi e 

malformazioni scheletriche. L’ecografia prenatale, quando adoperata da 

operatori esperti, è un mezzo sensibile (97%) e specifico (100%) per la 

diagnosi di difetti del tubo neurale in una popolazione selezionata a rischio. 

Storicamente la prima malformazione rilevata usando l’ecografia trans-

addominale in un feto alla 17
a
 settimana di gestazione è stata l’anencefalia 

(8). Circa 20 anni dopo, è diventata la prima malformazione ad essere 

riportata usando l’ecografia trans-vaginale (ETV) in un feto di 11
+5

 

settimane (62). Usando l’ETV, si può valutare l’ integrità della volta cranica 

già nel primo trimestre di gravidanza, in quanto l’ossificazione della volta 

inizia e in seguito accelera dopo le 9 settimane di gestazione (63). 

L’anormale mineralizzazione delle ossa craniche può essere determinata 
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ecograficamente già nel secondo trimestre valutando il grado di ecogenicità 

dell’osso (64). L’osso ben mineralizzato è ecogenico. L’assenza di un bordo 

periferico ecogenico che circondi il cervello fetale deve far sospettare la 

presenza di exencefalia.  

Il feto exencefalico del primo trimestre ha una testa apparentemente più 

ampia con contorno esterno bilobato, questo reperto ecografico viene 

descritto come testa di “Mickey Mouse” (65,66). Sepulveda (67) ed altri 

hanno proposto la misurazione della lunghezza vertice-mento ed il rapporto 

di questa lunghezza con la lunghezza vertice-sacro (CRL) a 10-14 settimana 

di gestazione come un altro mezzo per il riconoscimento precoce di 

anencefalia. I feti con anencefalia hanno una lunghezza vertice mento sotto 

il 5° percentile nel 77% dei casi mentre il rapporto vertice-mento/CRL era 

sotto il 5° percentile nel 62% dei casi. Quindi, in gravidanze ben datate sia 

misurazioni patologiche che anomalie di forma nella testa fetale, possono 

fare aumentare le possibilità di diagnosi precoce di anencefalia. 

L’anencefalia è caratterizzata dalla mancanza simmetrica parziale o totale 

della volta cranica al di sopra delle orbite. In aggiunta, ci possono essere 

grandi variabili di tessuto cerebrale distrutto. Le parti cerebrali mancanti 

sono il prosencefalo e la parte rostrale del rombencefalo (24). Su una 

sezione sagittale di un feto con anencefalia, il profilo del mento, labbra, 

naso, e orbite appaiono relativamente normali. Comunque di sopra del 

bordo orbitario, la fronte ed il cranio sono chiaramente assenti. Una veduta 

sul piano coronale dimostra l’assenza del cranio sopra le orbite con 

conservazione della base cranica e delle caratteristiche facciali (68). Gli 

occhi sporgenti e rigonfi conferiscono al feto anencefalo il tipico aspetto a 

“rana”. Sono state descritte numerose altre anomalie che colpiscono gli 
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occhi e le orbite di feti anencefali quali il coloboma, dermoidi corneali, ed 

anoftalmia (69).  

L’anencefalia può essere ulteriormente divisa in due tipi, a seconda della 

severità del difetto cranico. 

 1) Oloacrania (holos in greco vuol dire intero) è una condizione in cui tutto 

o la maggior parte del cranio manca sino al forame magno. Questa è la 

tipica anencefalia che si riconosce facilmente con l’ecografia (28,23,69). In 

aggiunta, nell’oloacrania possono essere presenti gradi diversi di rachischisi 

spinale . 

 2) Nella meroacrania (meros vuol dire parziale) c’è un difetto cranico 

mediano, parziale o incompleto con ectopia cerebrale. Il forme magno non è 

coinvolto e non è presente la lordosi cervicale. La meroacrania può essere 

confusa con il cefalocele; comunque, essa si differenzia dall’assenza di cute 

che copre il tessuto cerebrale ectopico (25,23,69). Il polidramnios, presente 

in circa il 50% delle gravidanze con anencefalia, di solito si sviluppa 

durante la seconda metà della gestazione. Si pensa che esso derivi da una 

riduzione della deglutizione fetale (18,23,70,71).  

Nei feti anencefalici si possono osservare altre malformazioni, quali: 

un’anomala o ipoplastica plica auricolare, un’incisura sottocutanea del naso 

labioschisi e/o palatoschisi, un’ernia diaframmatica, l’onfalocele, 

malformazioni degli arti, malformazioni cardiache, e idronefrosi (69). 

L’anencefalia o l’exencefalia possono essere conseguenza di bande 

amniotiche. Questa causa non ricorrente di anencefalia può essere distinta 

dall’anencefalia dovuta alla mancanza di chiusura del tubo neurale, per la 

presenza di lesioni craniche asimmetriche e multipli amputazioni delle dita 

della mano e dei piedi, nonché di difetti della parete addominale. Il reperto 
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ecografico chiave per la diagnosi di sindrome da banda amniotica è la 

presenza di una banda tra il difetto fetale e la placenta (27,72). 

E’ stato possibile diagnosticare l’inencefalia sin dalle 12,5 settimane di 

gravidanza utilizzando l’ecografo transvaginale (ETV), (73). Sul piano 

mediano la testa appare larga e posta in retroflessione, il collo non è 

visualizzato e la colonna vertebrale è sempre in lordosi. Nei casi di 

inencefalo aperto, nell’area occipitale è presente un cefalocele occipitale. In 

sezioni trasverse, si evidenzia il difetto spinale aperto. In sezioni assiali, la 

circonferenza cranica può essere di diverse deviazioni standard sotto la 

media compatibile con la microcefalia. In più il primo segno di un feto 

iniencefalo in una gravidanza ben datata può essere una discrepanza tra le 

dimensioni e l’epoca gestazionale. Nell’84% dei feti con inincefalia vi sono 

altre malformazioni associate, molte delle quali possono essere 

diagnosticate solo dopo il primo trimestre. Tra questa citiamo l’idrocefalia, 

la microcefalia, atresia ventricolare, l’oloprosencefalia, la polimicrogiria, 

agenesia del verme cerebellare, l’encefalocele occipitale, l’anencefalia, 

(30,32,74,75,76). 

 

8.1.2. α-fetoproteine (AFP) 

L’AFP è una glicoproteina del peso molecolare 69 Kd. Il locus genico è 

situato sul braccio lungo del cromosoma 4 (4q). Inizialmente è sintetizzata 

dal sacco vitellino embrionale, in seguito dal fegato fetale e dal tratto 

gastrointestinale. La molecola entra a far parte del liquido amniotico tramite 

le vie urinarie, le secrezioni del tratto gastrointestinale, e la trasudazione dai 

vasi sanguigni esterni (77,78). Essa penetra nella circolazione materna 

diffondendosi attraverso la placenta o l’amnios (79). L’indagine viene 
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proposta a tutte le donne gravide tra la 15
a
 e 17

a
 settimana di gestazione in 

maniera routinaria. Nella gravidanza fisiologica la più alta concentrazione di 

AFP si ritrova nel siero fetale (misurata in mg), seguita poi dai valori nel 

liquido amniotico (misurati in µg), e dalla concentrazione più bassa nel siero 

materno (misurato in ng). La concentrazione media di AFP subisce un picco 

approssimativamente a 12 settimane postmestruali nel siero fetale e poi 

inizia a scendere. Questo picco si trova nel liquido amniotico a 14 settimane 

postmestruali. I livelli di α-fetoproteina nel siero materno raggiungono 

valori massimi a 32 settimane postmestruali (77). I livelli di α-fetoproteina 

materna sono espressi come multipli del valore medio. Un valore è 

considerato anormale quando il MoM è di 2.5 (Multipli della Mediana). Per 

poter valutare correttamente i valori di AFP, bisogna conoscere con 

esattezza l’età fetale. Questo è importante da sottolineare, perché anche nel 

caso di DTN aperto la concentrazione di AFP nel liquido amniotico 

decresce man mano che aumenta l’età fetale, questa riduzione può far 

attribuire il valore ad un feto normale, ma molto più giovane (falsi negativi). 

D’altro canto elevati valori di AFP sono associati a DTN così come ad altre 

diverse condizioni quali ad esempio, gravidanza gemellare, morte fetale 

intrauterina, triploidia, gravidanza addominale, teratoma, nefrosi congenita, 

che possono determinare falsi positivi. L’aumento di AFP in presenza di 

DTN aperto è dovuto al contatto diretto del tessuto nervoso, ricoperto solo 

dalle membrane più sottili, con il liquido amniotico. In questi casi la 

molecola di AFP diffonde liberamente attraverso la lesione, determinando 

un aumento anomalo nel liquido amniotico e quindi anche nel siero 

materno. Non tutti i casi di DTN però sono lesioni aperte. Escludendo tutte 

le anencefalie, solo l’80% dei casi di spina bifida ed il 18% di cefalocele 

sono DTN aperti (77). Nei difetti del tubo neurale chiusi il difetto è 
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ricoperto dalla cute o da una spessa membrana. In questi casi, l’AFP non 

può diffondere liberamente attraverso la lesione nel liquido amniotico; 

quindi il livello di AFP è nei limiti di normalità, la diagnosi prenatale in 

questi casi non può essere effettuata solo sulla base dei livelli sierici o 

amniotici dell’AFP. È necessario quindi, entro tempi ragionevoli, affiancare 

a queste indagini biochimiche, un esame ecografico. 

Una volta ottenuto un livello alto di AFP, si dovrebbe procedere col 

tracciare un sonogramma per escludere un DTN o altre condizioni 

patologiche. 

 

8.1.3. Acetilcolinesterasi 

L’acetilcolinesterasi, a differenza dell’AFP, non è una componente tipica 

del liquido amniotico. Essa deriva dal tessuto nervoso ed è sempre presente 

nel liquido amniotico in presenza di un DTN aperto inoltre, l’ 

acetilcolinesterasi può essere presente in quei difetti della parete addominale 

in cui venga esposto nel liquido amniotico un plesso nervoso. È anche 

importante sapere che acetil-colinesterasi si trova normalmente nel sangue 

fetale e può quindi essere presente nel liquido amniotico contaminato con 

sangue fetale al momento dell’amniocentesi (79,80). 
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OBIETTIVI DELLA RICERCA 

 

Gli obiettivi di questa ricerca sono: 

 

1. Valutare le patologie malformative del feto umano attraverso 

l’esame morfologico su feti provenienti da interruzioni di gravidanza 

spontanee o terapeutiche (IVG), con particolare attenzione ai difetti del tubo 

neurale.  

 

2. Valutare, la possibile correlazione di tali difetti con eventuali 

alterazioni citogenetiche evidenziate all’esame del cariotipo standard e/o 

all’esame cito-genetico molecolare su colture di amniociti o fibroblasti. 

 

3. Creare un Database per la raccolta, archiviazione ed elaborazione 

dei dati relativi alla gravidanza, alle indagini citogenetiche, sia sui genitori 

che sul feto, e allo studio morfologico fetale. 
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MATERIALI E METODI 

1. CAMPIONE 

Lo studio attuale include 126 feti di età gestazionale compresa fra 13 e 29 

settimane, provenienti da aborto spontaneo o terapeutico, pervenuti al 

Centro di Genetica Clinica e alla Sezione di Anatomia del Dipartimento di 

Scienze Biomediche dell’Università degli Studi di Sassari, nel periodo 

compreso tra il Settembre 2001 e l’Ottobre 2008, inviati da diversi presidi 

del Nord Sardegna: Divisione di Ostetricia e Ginecologia Azienda 

Ospedaliero-Universitaria di Sassari, Clinica Ostetrica e Ginecologica 

dell’Università degli Studi di Sassari, Reparto di Ostetricia e Ginecologia 

del Presidio Ospedaliero di Alghero, Unità Operativa Ostetricia e 

Ginecologia del Presidio Ospedaliero di Tempio, Reparto di Ostetricia e 

Ginecologia dell’Ospedale “San Francesco” di Nuoro.  

Su tutti i feti inclusi nello studio sono stati eseguiti i seguenti accertamenti:  

 esame morfologico esterno; 

 esame morfologico interno per evidenziare malformazioni viscerali, 

con particolare attenzione al sistema nervoso, ed eventualmente 

conservazione di organi o di una parte di essi per successivi studi sui 

difetti della morfogenesi con tecniche istologiche, istochimiche, di 

microscopia elettronica e di biologia molecolare. Per ogni soggetto è 

stata allestita un’adeguata documentazione fotografica; 

 prelievo bioptico e allestimento dei preparati per la microscopia 

ottica, su sezioni semifini, ed elettronica per lo studio 

morfoistologico; 
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 analisi citogenetica su cellule metafasiche da colture cellulari di 

fibroblasti provenienti da biopsia cutanea. Su parte dei feti esaminati 

erano disponibili i dati relativi alla diagnosi citogenetica prenatale  

 in casi selezionati sono state eseguite analisi di citogenetica 

molecolare mediante ibridazione in situ fluorescente (FISH) . 

2. TECNICHE 

2.1 ESAME MORFOLOGICO 

Sui feti sono stati eseguiti riscontri morfologici completi, esame esterno ed 

esame interno, con documentazione fotografica. 

All’esame esterno sono stati valutati: peso, lunghezza totale, lunghezza 

degli arti superiori ed inferiori, eventuale macrosomia o microsomia fetale, 

presenza di edemi generalizzati o localizzati; cute (colore, integrità), oltre ai 

seguenti aspetti:  

- capo: anecefalia, idrocefalo apparente, anomalie di forma, difetti della teca 

o masse; 

- volto: occhi (posizione, inclinazione, globi oculari, apertura, simmetria); 

orecchie (anomalie strutturali, forma, posizione); naso (forma, dimensioni, 

pervietà narici); bocca (dimensioni, forma, rime labiali, labio-palatoschisi, 

micrognatia); 

- collo: lunghezza, presenza di ridondanza di pelle,masse cistiche (igroma) 

- torace: forma, dimensioni, simmetria; 

- addome: forma, dimensioni, presenza di difetti della parete, masse, 

anomalie del cordone ombelicale; 

- dorso: anomalie di curvatura della colonna (scoliosi, cifosi), presenza di 

spina bifida, masse; 

- arti: lunghezza, forma, simmetria e posizione; 
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- mani e piedi: forma e numero dita, presenza di eventuali fusioni; 

- genitali esterni: maschi: descrizione del pene, pervietà e posizione del 

meato uretrale, posizione testicoli; femmine: pervietà del meato uretrale, e 

vagina, descrizione del clitoride; 

- pervietà anale. 

Morfologia interna: dopo apertura della cavità addominale con incisione 

cutanea a partire su ciascun lato dall’estremità esterna della spalla fino al 

giugulo e da qui verso l’ombelico mantenendosi a sinistra della linea 

mediana; un centimetro prima dell’ombelico sono state eseguite due 

incisioni, destra e sinistra, verso l’eminenza ileo-pettinea per conservare 

l’integrità dei vasi ombelicali e permettere il loro studio. Valutazione di 

eventuali agenesie o ectopie a carico degli organi; per gli organi pieni sono 

stati valutati: volume, forma, dimensioni, colorito, superficie esterna, 

consistenza; per gli organi cavi: mucose, formazioni linfatiche, spessore 

delle pareti, stato delle tonache, essudati; osservati inoltre vasi, diaframma, 

membrane sierose. Documentazione fotografico: Frontale, posteriore e 

laterale di tutto il corpo inclusi gli arti, distesi ed in posizione anatomica. 

Frontale e laterale del capo. Se presenti anomalie sono state eseguite 

ulteriori foto. 

 

2.1.1 STUDIO MORFOISTOLOGICO 

Microscopia Elettronica a Trasmissione (TEM) 

Il frammento bioptico è stato fissato per 1 ora in Glutaraldeide al 2,5% in 

PBS e post-fissato in Tetrossido di Osmio all’1% in PBS per 2 ore. 

Dopo ulteriore lavaggio, per tre volte in PBS, il campione è stato disidratato 

con concentrazioni crescenti di Acetone, dal 60% all’Acetone Assoluto, per 
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un tempo totale di 50 minuti e poi incluso in resina epossidica (Durcupan 

ACM - Fluka). 

Sono state quindi allestite, utilizzando l’ultramicrotomo Reichert-Joung 

Ultracut, sezioni semifini (0,5 – 1 m di spessore), colorate con Blu di 

Toluidina (soluzione all’1% in acqua distillata + 0,5% di carbonato di sodio) 

e osservate al microscopio ottico anche per poter individuare la zona del 

preparato di maggior interesse, dalla quale ricavare le sezioni ultrafini. 

Le sezioni ultrafini, scelte rigorosamente in base al loro spessore, compreso 

tra 900 e 1500 Å, sono state posizionate su retini in rame. Le sezioni sono 

state quindi contrastate con acetato di uranile e citrato di piombo e osservati 

e fotografati al MET Zeiss 902A.  

 

Microscopia Elettronica a Scansione (SEM) 

I campioni bioptici, fissati e disidratati seguendo la stessa metodica per il 

TEM, sono stati, dopo disidratazione, trattati con Esametildisalazano e 

Acetone (1:1) per 10 minuti e quindi con Esametildisalazano puro (due 

passaggi di 10 minuti ciascuno). I preparati così ottenuti sono stati 

metallizzati con oro palladio e successivamente osservati e fotografati al 

SEM FEI InspectS. 
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2.2 CITOGENETICA CLASSICA 

2.2.1 Analisi cromosomica su liquido amniotico 

Metodo dei cloni “in situ” 

 Il liquido amniotico per l’analisi è stato prelevato mediante 

amniocentesi   

 il campione è stato centrifugato a 1200 giri per 7 minuti, quindi il 

surnatante è stato rimosso con pipetta pasteur sterile, lasciando una 

piccola aliquota in modo tale da poter risospendere il pellet cellulare, 

al quale sono stati aggiunti 10-15 ml del terreno di coltura prescelto 

(Chang Medium); 

 la sospensione cellulare è stata suddivisa in 5 capsule Petri di 30 mm 

di diametro sul cui fondo è stato adagiato un vetrino coprioggetto 

rettangolare;  

 le colture sono state incubate a 37◦C in un incubatore a flusso di CO2 

per 7 giorni; dopo 8-10 giorni le cellule sono state osservate al 

microscopio rovesciato e sono state processate le colture in cui i 

cloni sono risultati essere di dimensioni ottimali; 

 un’ora prima del processamento a ogni capsula è stata aggiunta una 

goccia di colchicina; 

 durante il processamento è stato rimosso il terreno e sostituito con 3 

ml di soluzione ipotonica di sodio citrato allo 0,9% ; 

 quindi sono stati effettuati una serie di passaggi nel fissativo 

(metanolo:acido acetico 3:1); 

 infine il vetrino è stato fatto asciugare all’aria. 
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2.2.2 Colorazione in bande QFQ  

Il vetrino è stato trattato con il colorante (quinacrine moustard) per 25 

minuti, seguito da lavaggio veloce in tampone fosfato, montaggio su vetrino 

portaoggetti con l’interposizione di una goccia del medesimo tampone, e 

chiusura con comune smalto per unghie applicato lungo i bordi. Quindi il 

vetrino è stato osservato al microscopio a fluorescenza e i cariotipi sono 

stati allestiti mediante l’utilizzo di opportuni software. L’analisi è stata 

eseguita su metafasi da 10-12 cloni indipendenti, provenienti da 3 diverse 

colture. 

2.2.3 Analisi cromosomica su fibroblasti cutanei 

Su alcuni feti è stata eseguita post-mortem una biopsia cutanea dalla quale 

sono state allestite colture di fibroblasti secondo la seguente procedura: 

 il frammento bioptico è stato sminuzzato con bisturi e forbici; 

 i frammenti così ottenuti sono stati depositati sul fondo di una fiasca 

e inglobati in una goccia di terreno di coltura (Chang Medium); 

 le fiasche sono state incubate a 37°C in un incubatore a flusso di 

CO2 ; 

 dopo 24-36 ore sono stati aggiunti 8 ml dello stesso terreno di 

coltura sopra menzionato; 

 le colture sono state quindi incubate per 10 giorni, e controllate 

giornalmente al microscopio rovesciato; 

 quando gli aloni di crescita hanno raggiunto dimensioni ottimali, si è 

proceduto alla tripsinizzazione e alla semina in capsule Petri con 

vetrino coprioggetto, per l’allestimento di preparati secondo la 

metodica “in situ”, analoga a quella utilizzata per l’allestimento di 

preparati da colture di amniociti. 
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2.3 CITOGENETICA MOLECOLARE 

2.3.1 Analisi di F.I.S.H. (Ibridazione in situ fluorescente) 

Sono state utilizzate le seguenti sonde commerciali: 

 Sonde WCP Vysis e/o Starlab: sonde costituite da DNA genomico 

relativo a interi cromosomi; 

 Sonda CEP Vysis e/o Aquarius Celbio: sonde relative al DNA 

alfoide dei cromosomi; 

 Sonde ToTel Vision Kit Vysis: sonde locus specifiche relative alle 

regioni telomeriche  

 Sonde LSI Vysis e/o Aquarius Celbio: sonde locus specifiche per 

diverse regioni cromosomiche. 

E inoltre le sonde BAC/PAC gentilmente fornite dal prof. M.Rocchi 

dell’università di Bari (DI.GE.MI).  

 

Preparazione delle sonde da cloni BAC / PAC 

Colture batteriche 

Per la crescita dei batteri è stato utilizzato terreno LB autoclavato 

contenente bactotryptone, estratto di lievito, NaCl, (bacto)agar per la 

preparazione delle piastre, cloramphenicolo (12,5 µg/l) o kanamicina 

(25µg/ml). 

Le colture sono state fatte crescere per circa 16 ore a 37°C in continua 

agitazione. 

 

Estrazione del DNA da colture batteriche 

È stato utilizzato il metodo con fenolo-cloroformio (Sambrook, Fritsh e 

Maniatis, 1989) con le modifiche suggerite dai protocolli del Sanger Centre. 
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La metodica può essere così schematizzata: 

- dopo circa 16 h di crescita la coltura è centrifugata a 4000 rpm per 

10’ e al pellet ottenuto viene aggiunto un buffer di lisi (glucosio 50 

mM, EDTA 10 mM, TRIS 25 mM pH 8,0), suddiviso in eppendorf 

ed incubato per 10’ a temperatura ambiente; 

- si aggiunge a ciascuna eppendorf  NaOH 0,2 M + SDS all’1%, si 

mescola gentilmente e si lascia in ghiaccio per 5’; 

- viene aggiunto Na Acetato 3 M a pH 5,2, si mescola delicatamente 

per inversione e si lascia incubare in ghiaccio per 10’; 

- dopo centrifugazione a 13000 rpm per 5’, si trasferisce il surnatante 

in nuovi tubi eppendorf e si lascia in ghiaccio per 10’; 

- il DNA viene precipitato con isopropanolo, si mescola gentilmente e 

si lascia incubare per 30-45’ a temperatura ambiente; 

- dopo centrifugazione a 13000 rpm per 5’, si rimuove il surnatante e 

il pellet così ottenuto viene sospeso in Na Acetato 0,3 M a pH 7,0; 

- si lascia in ghiaccio per 20-30’, si aggiunge fenolo/cloroformio (1:1) 

e  si mescola bene; 

- dopo centrifugazione a 13000 rpm per 3’ si trasferisce la fase 

acquosa in un nuovo tubo eppendorf; 

- al tubo eppendorf di partenza viene aggiunto Na Acetato 0,3 M pH 

7,0 e si agita al vortex; 

- dopo centrifugazione a 13000 rpm per 2’ si preleva un’altra piccola 

quota di fase acquosa e si aggiunge alla precedente; 

- al totale della fase acquosa viene aggiunto isopropanolo, si mescola 

per rotazione e si incuba per 30’ a temperatura ambiente; 
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- dopo centrifugazione a 13000 rpm per 5’, al pellet viene aggiunto 

alcool etilico al 70% freddo. Si centrifuga a 13000 rpm per 20’ e si 

rimuove il surnatante; 

- il pellet ottenuto, asciugato a 37°C per 30’, viene sciolto in 

opportuno volume di TE (10:1), al quale viene aggiunta RNAsi alla 

concentrazione finale di 200 µg/ml; 

- dopo incubazione a 55°C per 15’ ( in alternativa a 37°C per 1-2 h) il 

campione viene quantificato mediante corsa elettroforetica in gel di 

agarosio allo 0,8% e quindi conservato a –20°C fino al momento 

dell’uso. 

 

Marcatura delle sonde 

Le sonde sono state marcate con Biotina-16-dUTP ( Biotin-16-2’-deoxy-

uridine-5’-triphosphate) o con Digoxi-11-dUTP (Digoxigenin-11-2’-deoxy-

uridine-5’ triphosphate). Per marcare le sonde abbiamo utilizzato la tecnica 

“nick traslation”. Il principio della reazione è il seguente: una molecola di 

DNA a doppio filamento viene digerito parzialmente con l’enzima DNAsi 

che taglia i legami fosfodiesterici tra due nucleotidi in posizioni casuali, 

lasciando delle interruzioni (“nicks”) su entrambi i filamenti. Interviene 

quindi un secondo enzima: la DNA polimerasi Ia che possiede attività sia 

esonucleasica che endonucleasica in direzione 5’-3’. La  DNA polimerasi si 

lega in corrispondenza dei “nicks”, rimuove i nucleotidi grazie alla sua 

attività DNAsica e nello stesso tempo inizia la neo-sintesi di DNA, 

sostituendo la porzione di DNA rimossa con nuovi nucleotidi. Ciò avviene 

in opportune condizioni ed in presenza di nucleotidi trifosfati in soluzione; 

la timidina è parzialmente sostituita da Biotin-16 -dUTP o da Digoxigenin-

11-dUTP. Sia la biotina che la digoxigenina fungono da apteni, rilevabili 
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dopo ibridazione con anticorpi coniugati con un fluorocromo ( nel nostro 

caso Avidina-Texas Red per le sonde marcate con biotina e 

Antidigoxigenina Fluorescinata per quelle marcate con digoxigenina). 

Dopo la marcatura il DNA viene precipitato con DNA umano a Cot-1, DNA 

di sperma di salmone, Na Acetato 0,3 M e 3 volumi di alcool etilico 96% 

freddo (a –20°C), lasciato a –80°C per 15’ e centrifugato a 14000 rpm per 

15’ a 4°C. 

Il pellet viene lavato in alcool etilico al 70%, quindi fatto asciugare a 37°C 

per 30’e sciolto in un volume opportuno di mix di ibridazione costituito da 

formamide al 50% in 2X SSC e destran solfato al 10%. 

 

Pretrattamento dei vetrini: i vetrini vecchi di 1-3 giorni, oppure 

invecchiati in stufa a 60°C per 2 h, sono stati trattati mediante passaggio in 

SSC 2X per 15’ a temperatura ambiente e poi disidratati attraverso una serie 

ascendente di alcoli (da alcool etilico al 50% ad alcool etilico assoluto), 

quindi fatti asciugare all’aria ed usati immediatamente. 

 

Allestimento della F.I.S.H.: sui vetrini sono stati caricati 5 µl di sonda in 

corrispondenza dell’area sulla quale è stata depositata la sospensione 

cellulare; la goccia è stata ricoperta con vetrino “coprioggetto” di vetro 

24x24 mm e fatta espandere premendo delicatamente, quindi chiusa con 

Rubber cement; l’ibridazione è avvenuta mediante co-denaturazione a 75°C 

per 5’e successiva incubazione a 37°C overnight, in ambiente umido, 

nell’apposito dispositivo Hybrite. 
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Lavaggi post ibridazione: dopo incubazione overnight il vetrino è stato 

smontato, quindi incubato per 2’ a 72°C in una soluzione costituita da SSC 

0,4X addizionato di Nonidet allo 0,3%; è stato quindi eseguito un lavaggio 

rapido in SSC 2X addizionato di Nonidet allo 0,1% a temperatura ambiente, 

seguito da: 

 lavaggio rapido in PBS 1X; 

 colorazione in DAPI (200ng/ml) per 7’ in camera umida a 

temperatura ambiente; 

 lavaggio rapido in PBS; 

 lavaggio rapido in H20 distillata; 

 montaggio del vetrino asciugato all’aria nell’apposito Mounting 

[DABCO (1,4-diazabicyclo-(2,2,2)octane, Sigma) al 2,33% in 

glicerolo al 90%]. 

Per le sonde marcate in Biotina o Digoxigenina: 

rilevamento Cy3 dopo incubazione overnight il vetrino è stato smontato, 

quindi incubato per 2’ a 72°C in una soluzione costituita da SSC 0,4X 

addizionato di Nonidet allo 0,3%; è stato quindi eseguito un lavaggio rapido 

in SSC 2X addizionato di Nonidet allo 0,1% a temperatura ambiente, 

seguito da: 

 lavaggio rapido in PBS 1X; 

 Soluzione A per 5’ a t.a. in agitazione 

 Incubazione con Cy3 per 45’ a 37° 

 Soluzione A per 5’ a t.a. in agitazione 

 lavaggio rapido in PBS 1X; 

 lavaggio rapido in H20 distillata  

 colorazione in DAPI (200ng/ml) per 7’ in camera umida a 

temperatura ambiente; 
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 montaggio del vetrino asciugato all’aria nell’apposito Mounting 

[DABCO (1,4-diazabicyclo-(2,2,2)octane, Sigma) al 2,33% in 

glicerolo al 90%]. 

I vetrini così preparati sono pronti per l’osservazione al microscopio 

Olympus BX61 con filtri opportuni per il rilevamento della sonda. 
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3. DATABASE  

Tutti i dati raccolti sono stati utilizzati per la realizzazione di un database 

mediante foglio elettronico (Microsoft Excel).  

Il Database comprende: 

 dati anagrafici della paziente  

 età gestazionale 

 interruzione di gravidanza (data, tipo) e aborti pregressi 

 data di arrivo del feto in laboratorio 

 principali esami effettuati in gravidanza (ecografia, Tri-test, 

villocentesi, funicolocentesi, amniocentesi) 

 cariotipo dei genitori 

 riscontri morfologici del feto (esame esterno e interno): 

-sesso 

-lunghezza 

-peso 

-presenza e descrizione di dismorfismi cranio-facciali  

-alterazioni a carico degli arti, degli apparati e degli organi 

interni 

-prelievi bioptici effettuati 

 eventuale esame del cariotipo da prelievo di cute fetale 

 eventuale indagine citogenetica molecolare 

I dati raccolti sono stati sottoposti alle comuni valutazioni statistiche.  
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RISULTATI  

 

Il campione giunto alla nostra osservazione, dopo l’elaborazione dati, si 

presentava così composto: 39 feti su 126 risultavano provenire da aborto 

spontaneo, mentre i restanti 87 da interruzioni volontarie di gravidanza 

(IVG) (Fig. 10); 58 feti (46%) erano di sesso femminile e 68 feti (54%) di 

sesso maschile (Fig. 11). 

ABORTO

IVG/SPONTANEO

IVG

N° 87

69%
Aborto 

Spontaneo

N° 39

31%

 

Fig. 10 - Suddivisione tra aborti spontanei e interruzioni di gravidanza. 

RAPPORTO MASCHI:FEMMINE

N°58

 46%

N°68

 54%

fem.tot masch.tot

 

Fig. 11 - Rapporto tra i sessi presenti nel campione. 
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MALFORMATI:NORMALI

NORMALI; 42; 

33%

MALF.TOT; 84; 

67%

Indagine Morfologica  

I risultati scaturiti dall’analisi morfologica del materiale abortivo hanno 

permesso di rilevare 42 feti normoconformati pari al 33% (42:126) e 84 feti  

con malformazioni pari al 67% (84:126) (Fig.12).  

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 12 - Rapporto percentuale tra feti normali e malformati. 

 

Mettendo in relazione i feti dello stesso sesso abbiamo calcolato la 

percentuale relativa di malformati. Su un totale di 58 femmine presenti nel 

campione 42 erano malformate per un rapporto percentuale del 72%; nel 

rapporto maschi malformati sul totale dei maschi presenti abbiamo rilevato 

un valore del 62% (Fig.13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 13-Rapporto tra i sessi in feti normali e  malformati. 
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Nei feti di sesso femminile si riscontra una percentuale maggiore di 

malformazioni rispetto a quello maschile corrispondente al 10% . 

Essendo il nostro studio mirato alla ricerca delle malformazioni che possono 

intercorrere a carico del SNC durante il periodo della neurulazione, abbiamo 

voluto ulteriormente distinguere i valori degli affetti dai diversi DTN da 

quelli con altro tipo di patologia quale ad esempio quella cardiaca, 

polmonare, viscerale, o a carico degli arti. Degli  84 feti patologici ne sono 

stati riscontrati 26 con difetti del tubo neurale, pari al 24%, e 58 (76%) con 

altro tipo di malformazione (Fig.14).  

 

DTN:MALFORMATI TOTALI
MALFORMATI 

DTN

26; 24%

MALFORMATI

NO DTN

 84; 76%

 

Fig. 14- Suddivisione tra feti con DTN e altre patologie. 

 

Nel corso della nostra indagine il campione si presentava, quindi, così 

costituito (Fig.15): 

 33% (42:126) normoconformati 

 21% (26:126) feti portatori di DTN 

 46% (58:126) con altro tipo di malformazione 
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CAMPIONE TOTALE

ALTRE 

MALFORMAZIONI

 N°58; 46%

NORMALI

 N°42; 33%

DTN

 N°26; 21%

 

Fig. 15- Suddivisione morfologica del campione. 

 

Tutti i feti con DTN osservati presso il nostro laboratorio provenivano da 

interruzione volontaria di gravidanza in seguito a diagnosi ecografica e 

valutazione del cariotipo su liquido amniotico.  

All’esame morfologico esterno, nei 26 feti patologici per DTN il rapporto 

maschi /femmine è risultato del 50% (Fig.16). 

DTN Maschi:Femmine

13; 50%13; 50%

Femmine

Maschi

 

Fig. 16- Rapporto maschi/femmine affetti da DTN. 
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Nei feti con DTN, sono stati riscontrati 11 diversi tipi di patologie più o 

meno severe quali: anencefalia, idrocefalia, oloprosencefalia, ipsicefalia, 

ventricolomegalia, assenza del verme cerebellare, rachischisi, spina bifida, 

meningocele, mielomeningocele, Sdr di Dandy-Walker. La malformazione 

più ricorrente è risultata l’Idrocefalia con un rapporto di 5 su 26 (18%), 

seguita da: 4 casi di anencefalia (14%),  3 di oloprosencefalia e 

ventricolomegalia (12%), 2 di rachischisi, spina bifida, meningocele e 

assenza del verme cerebellare (8%),  1 di mielomeningocele, Dandy-Walker 

e ipsicefalia (4%)  (Fig.17). 

 

DTN RISCONTRATI

18%

14%

12%
12%

8%

8%

8%

8%
4% 4% 4%

IDROCEFALIA

ANENCEFALIA

OLOPROSENCEFALIA

VENTRICOLOMEGALIA

RACHISCHISI

SPINA BIFIDA

MENINGOCELE

ASSENZA VERME

CEREBELLARE

MIELOMENINGOCELE

DANDY-WALKER

IPSICEFALIA

 

Fig. 17-Schema delle diverse patologie di DTN presenti nel campione. 
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Alcuni difetti del tubo neurale da noi riscontrati sono di seguito illustrati: 

 

  

A. Anencefalia (vista laterale) 

 

 B. Anencefalia (vista dorsale) 

  

C. Oloprosencefalia  D. Rachischisi 

 

Fig. 18- Feti con DTN. A e B visione laterale e dorsale di un feto 

Anencefalo in cui si evidenzia chiaramente la totale assenza degli emisferi 

telencefalici, del cervelletto e della scatola cranica; C visione laterale di un 

feto affetto da Oloprosencefalia; D visione laterale di un feto con 

Rachischisi e meningocele.. 
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Un ulteriore analisi è stata fatta per verificare l’incidenza di queste patologie 

rispetto all’intera popolazione campionata. La figura 19 evidenzia le 

percentuali delle singole patologie legate a DTN.  

5; 4%

4; 3%

3; 2%

3; 2%2; 2%

1; 1%

1; 1%

58; 45%

2; 2%

1; 1%

2; 2%

2; 2%

42; 33%

IDROCEFALIA ANENCEFALIA

OLOPROSENCEFALIA VENTRICOLOMEGALIA

RACHISCHISI SPINA BIFIDA

MENINGOCELE ASSENZA VERME CEREBELLARE

MIELOMENINGOCELE DANDY-WALKER

IPSICEFALIA MALF. NO DTN

NORMOCONFORMATI

 

Fig. 19- Incidenza dei diversi DTN del campione sull’intera popolazione del 

campione. 

 

Le analisi effettuate fanno riferimento ad un periodo di tempo di circa 8 anni 

(dal 2001 al 2008). L’andamento negli anni dell’incidenza dei DTN nel 

campione esaminato si è mantenuto grosso modo costante nel tempo, 
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evidenziando peraltro un picco, relativo agli anni 2005-2006, per la 

discussione del quale sarebbero necessari ulteriori dati al momento non 

disponibili. 

In particolare si è visto che nel 2005 due casi su sette erano di idrocefalia, 

tre di oloprosencefalia, uno di ventricolomegalia, e uno di agenesia del 

verme cerebellare. Nel 2006 il numero maggiore di casi ha riguardato 

l’idrocefalia (3 su 7), con i restanti casi così distribuiti: 2 di 

ventricolomegalia, 1 di meningocele e 1 di ipsicefalia (Fig.20). 
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Fig.  20- Casi per anno dei DTN del campione esaminato 
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Indagine Genetica dei DTN 

Sui feti pervenuti in laboratorio in 56 casi (44%) è stata eseguita l’analisi del 

cariotipo da amniociti o da fibroblasti, questi ultimi provenienti da colture di 

cute fetali prelevati al momento dell’arrivo in laboratorio (Fig.21). 

 

Indagine Genetica

SI 

44%

NO 

56%

 

Fig. 21- Informazioni Citogenetica sul Campione  

SI: Cariotipo fetale presente NO: Cariotipo fetale assente. 

 

L’indagine genetica ha portato a constatare nel campione la presenza di: 17 

feti a cariotipo normale, 2 triploidie (69,XXX); 29 anomalie di numero, tra 

le quali 20 rappresentate da trisomie ( di cui 17 casi di trisomia 21, 2 casi di  

trisomia 18 e 1 caso di trisomia 13), 3 casi di Sindrome di Turner, 2 casi di 

Sindrome di Klinefelter e 4 con cromosoma marcatore; 7 anomalie di 

struttura (Fig.22). 
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analisi cariotipi
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triploidi
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normali

 

Fig. 22- Cariotipi Fetali nel campione esaminato 

 

Prendendo in esame i feti con DTN,  in 12 casi (46%) dei 26 in esame è 

stata eseguita l’indagine citogenetica classica, di questi 5 (42%) avevano 

cariotipo normale mentre 7  (58%) presentavano diverse aneuploidie: 1 caso 

presentava trisomia 18 (sdr di Edwards), 1 caso trisomia 21 (sdr di Down), 1 

caso triploidia 69,XXX, 2 casi presentavano un cromosoma marcatore, 2 

casi presentavano un’ anomalia di struttura (Fig. 23).  

Fig. 23- Cariotipi fetali presenti in portatori di DTN 
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DISCUSSIONE 

In base ai dati raccolti abbiamo caratterizzato, da un punto di vista 

citogenetico molecolare, 3 dei 7 casi portatori di aneuploidia cromosomica.  

Nei primi due abbiamo descritto due feti, patologici per ventricolomegalia 

che nell’indagine di citogenetica classica presentavano la seguente anomalia 

di struttura: 46,XY (XX),add(4)(q35); 

Nel terzo caso abbiamo descritto un feto portatore di un cromosoma 

marcatore che all’esame morfologico presentava Spina Bifida Aperta.  

 

TRISOMIA PARZIALE 1q 

In base hai dati raccolti nel nostro studio abbiamo indagato la probabile 

correlazione fra il fenotipo e la trisomia parziale 1q da traslocazione 

materna t(1;4) in due feti provenienti dalla stessa madre espulsi in due 

gravidanze successive. 

 

CASO CLINICO N°1 

Il primo feto derivava da una IVG alla 23ma settimana di una paziente, 

primigravida, che a causa di indicazione ecografica segnalante 

ventricolomegalia cerebrale, era stata sottoposta ad amniocentesi alla 20ma 

settimana di gestazione.  

L’analisi cromosomica su liquido amniotico aveva evidenziato un cariotipo 

fetale sbilanciato per la presenza di materiale aggiuntivo sul braccio lungo 

di un cromosoma 4. La coppia aveva così optato per un’interruzione della 

gravidanza, che veniva praticata alla 20ma settimana. Tutti gli esami di 

routine eseguiti nel corso della gravidanza erano risultati nella norma. 
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L’anamnesi familiare era negativa per malformazioni e ritardo mentale; 

veniva riferito un numero imprecisato di aborti nella madre della paziente. 

All’esame morfologico esterno il feto presentava: macrodolicocefalia, bozze 

frontali prominenti, microoftalmia, ponte nasale piatto, micro-retrognazia, 

collo corto; peso e altezza risultavano normali per l’età gestazionale, gli arti 

superiori e inferiori erano di lunghezza normale, non erano evidenti 

malposizioni o contratture né sovrapposizioni delle dita. I genitali, maschili, 

erano normali (Fig.24). 

 

Fig. 24- Visione laterale del Caso n° 1. 

 

L’esame morfologico interno evidenziava: assenza dell’arteria ombelicale 

destra, rene sinistro ipoplasico e scarsamente lobulato; tutti gli altri organi 

risultavano nella giusta posizione e privi di malformazioni.  

Sul feto è stato effettuato un prelievo di cute per allestimento di colture di 

fibroblasti utili per l’indagine genetica. 
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CASO CLINICON°2  

Feto proveniente dalla seconda gravidanza della stessa paziente, decorsa 

normalmente e senza rilievi ecografici degni di nota. L’amniocentesi era 

eseguita alla 16ma settimana e l’analisi cromosomica evidenziava nel 

cariotipo fetale lo stesso sbilanciamento presente nella gravidanza 

precedente. La coppia optava per l’interruzione della gravidanza che veniva 

praticata alla 18ma settimana.  

All’esame morfologico esterno si evidenziava: ipsicefalia, articolazioni fra 

le ossa della scatola cranica allargate, viso triangolare, impianto basso dei 

padiglioni auricolari, parzialmente retroruotati, ponte nasale appiattito, globi 

oculari infossati, microoftalmia, micro-retrognazia, i genitali esterni erano 

femminili, peso e altezza adeguati all’età gestazionale, arti superiori e 

inferiori normali per lunghezza e conformazione (Fig.25). 

 

Fig. 25-Feto in esame 
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All’esame morfologico interno si osservava: persistenza del tronco arterioso 

comunicante con entrambi i ventricoli, setto interventricolare sottile e 

incompleto nella parte superiore in corrispondenza della porzione 

membranacea. Lo spessore della parete ventricolare sinistra era ridotto e 

simile a quello del ventricolo destro. Entrambi i polmoni presentavano una 

incompleta divisione in lobi, i reni apparivano privi della tipica lobatura, 

con normale architettura macroscopica; i restanti organi del torace, della 

testa, dell’addome e della pelvi non presentavano alterazioni macroscopiche 

evidenti. 

Sul feto veniva effettuato un prelievo di cute per allestimento di colture di 

fibroblasti utili per l’indagine genetica. 

 

Studio Genetico  

In entrambe le gravidanze il cariotipo fetale era sbilanciato per la presenza 

di materiale aggiuntivo sul braccio lungo di un cromosoma N° 4. Il cariotipo 

poteva essere descritto come segue: 46,XY (XX),add(4)(q35) (Fig.25 A). 

Il pattern di bande suggeriva l’origine del materiale aggiuntivo sul 

cromosoma 4 dal braccio lungo di un cromosoma 1 e tale ipotesi era 

confermata da un’analisi di FISH con sonda per wcp del cromosoma 1. Nel 

cariotipo materno veniva riscontrata una traslocazione reciproca bilanciata 

fra il braccio lungo di un cromosoma 1 e il braccio lungo di un cromosoma 

4 (Fig.25 B) 
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A. Cariotipo Fetale  

 

B. Cariotipo Materno  

 

Fig.  25-A e B Cariotipi all’indagine Citogenetica in bande QFQ 

 

Il breakpoint sul cromosoma 1 veniva localizzato in corrispondenza della 

banda q31.1, in un interevallo di circa 3 Megabases (Mb) compreso fra le 

sonde RP11-244O1 (UCSC Mar 2006 :184,529, 798-184,681,910 bp) e 

RP11-271G3 (UCSC Mar 2006:187,568,909-187,731,083) e sul cromosoma 

4 in corrispondenza della banda q35.2, distalmente alla sonda RP11-818C3 

(UCSC Mar 2006: 190,149,922-190,262,797) (Fig.26). 
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Fig. 26- FISH: 3 segnali relativi alla sonda BAC RP11-271G3 (1q31.1) che 

evidenziano la trisomia parziale 1 

 

In base ai risultati delle analisi di FISH il cariotipo materno poteva essere 

così indicato: 46,XX,t(1;4)(q31.1;q35.2) 

e di conseguenza il cariotipo fetale era: 

46,XY(XX),-4,der(4),t(1;4)(q31.1;q35.2)mat. 

Lo sbilanciamento del cariotipo fetale in entrambe le gravidanze era 

pertanto una trisomia parziale 1q estesa dalla banda q31.1 a qter associata a 

monosomia parziale 4q estesa dalla banda q35.2 a qter  

I feti qui descritti risultano quindi portatori di trisomia 1q31.1qter, che a 

rigore non possiamo considerare “pura”, essendo associata a monosomia 

4q35.2 qter, tuttavia riteniamo che le anomalie fenotipiche possano essere 

attribuite sostanzialmente alla parziale trisomia 1q, piuttostoche alla 

monosomia parziale 4q.  
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La trisomia parziale del braccio lungo del cromosoma 1 è un’anomalia 

relativamente rara, a tutt’oggi riportata in 12 casi prenatali, che risultano  

citogeneticamente eterogenei, comprendendo sia duplicazioni interstiziali di 

varia estensione (81,82,83,84,85) che trisomie 1q terminali a partire da 1q11 

(86), 1q12 (87), 1q21 (88 89,90,91,92), ciò che rende difficile definire un 

fenotipo specifico associato a questo sbilanciamento. 

Sembrano tuttavia costanti alcuni dismorfismi craniofacciali quali 

macrocefalia, dolicocefalia, micro/retrognazia, ponte nasale piatto e 

orecchie a basso impianto e variamente dismorfiche o malformate,in parte 

presenti nei due feti da noi esaminati. Ugualmente costanti sono le 

malformazioni cerebrali, e fra queste la dilatazione dei ventricoli cerebrali, 

descritta come di grado da moderato a severo, che viene segnalata nella 

quasi totalità dei casi (9/11). 

Sembra quindi ragionevole ipotizzare che diversi geni che mappano sul 

braccio lungo del cromosoma 1 siano implicati nell’eziologia di questa 

malformazione, tramite un effetto di dosaggio genico, tuttavia l’esatta 

localizzazione e la natura di questi geni rimangono tuttora sconosciute. 

 

E’ interessante notare che questa malformazione è presente in uno solo dei 

nostri casi, pur in presenza dello stesso sbilanciamento cromosomico; una 

possibile spiegazione è la diversa epoca di gravidanza nella quale è stata 

condotto l’esame ecografico (20ma settimana nel primo caso e 16ma 

settimana nel secondo), per cui è possibile che una ventricolomegalia 

modesta non fosse apprezzabile nella seconda gravidanza all’epoca 

dell’ecografia. Un’altra possibile interpretazione è che anche in questo caso, 

come in tutti casi di malattie multigeniche, concorrano al fenotipo non 

soltanto geni principali, che noi ipotizziamo mappare sul cromosoma 1, ma  
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anche una serie di altri geni, che nel loro insieme configurano il background 

genetico. 

 

CASO CLINICO 3 

Un’ ulteriore indagine di correlazione cariotipo/fenotipo era stata da noi 

eseguita su un feto proveniente da un interruzione di gravidanza alla 19ma 

settimana. La gravidanza era stata interrotta dopo un’indagine ecografica 

che diagnosticava la presenza di Spina Bifida.  

All’arrivo presso il nostro centro il feto era stato sottoposto ad esame 

morfologico che ne determinava: il peso di 150gr, la lunghezza 18 cm, il 

sesso femminile, la presenza di dismorfismi cranio-facciali,quali ponte 

nasale appiattito, ipertelorismo, volta cranica schiacciata con soluzione di 

continuo nella regione occipitale, con probabile fuoriuscita di materia 

encefalica,  piede torto bilaterale, Spina Bifida Aperta in regione lombare. 

Dall’anamnesi familiare si evidenziava poliabortività (tre aborti spontanei 

pregressi) della coppia (Fig.27-28). 

Fig. 27- feto in esame A visione laterale.; B particolare del volto 

A B 
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Fig. 28- feto in esame A visione dorsale; B particolare Spina Bifida Aperta 

 

Studio Genetico 

L’analisi citogenetica in bande QFQ su liquido amniotico rivelava in 20/20 

cloni esaminati la presenza di un cromosoma marcatore. Il cariotipo poteva 

essere descritto come: 47,XX,+mar. 

 

Fig. 29- Cariotipo Fetale in Bande QFQ. Notare il cromosoma marcatore 

evidenziato dalla freccia. 

 

A B 
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Si era così deciso di procedere con analisi citogenetica molecolare mediante 

la tecnica di FISH per caratterizzare il cromosoma marcatore. 

Per tale ricerca sono state utilizzate le sonde centromeriche Vysis relative al 

DNA alfoide: Cep (13/21),Cep (14/22), Cep (15), Cep(X;Y), Cep(8), 

Cep(12), e la sonda locus specifica per la regione Di George (22q11.21): 

L’analisi è stata eseguita su metafasi provenienti da colture liquido 

amniotico, sono state analizzate 52 cellule in metafase e 165 cellule in 

interfase che hanno permesso di caratterizzare il marcatore come derivante 

dal cromosoma 22; inoltre quest’ultimo risultava positivo alla regione Di 

George (47,XX,+mar.ish der(22)(Cep 14/22+,LSI DiGeorge+). 

 

 

Fig. 30 – FISH con sonda DiGeorge positiva sul cromosoma marcatore. 
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L’anomalia cromosomica da noi riscontrata, può essere inclusa fra i 

cromosomi soprannumerari, di frequente riscontro in diagnosi prenatale, 

tuttavia la caratterizzazione da noi ottenuta mediante gli esperimenti di 

FISH permette di differenziarlo dal più comune cromosoma 

soprannumerario derivato dal 22, che viene indicato come invdup(22) 

(duplicazione invertita del cromosoma 22) 

Il cromosoma derivativo 22 presente nel nostro caso è un cromosoma 

monocentrico, che risulta positivo alla regione Di George (22q11.21) e di 

conseguenza positivo alla regione CES (cat-eye syndrome), che mappa in 

posizione più centromerica, responsabile della sindrome quando presente 

nel cariotipo in triplice o quadrupla dose.  

E’ interessante notare che nel nostro caso mancano sia i dismorfismi che le 

malformazioni associate alla sindrome del cat-eye caratterizzata dal 

seguente fenotipo: atresia anale, coloboma dell'iride, anomalie preauricolari 

(appendici cutanee e/o fistole), ipertelorismo con rime palpebrali rivolte 

verso il basso e l'esterno, cardiopatie congenite, palatoschisi, anomalie 

urinarie e scheletriche (OMIM 115470). 

 

Anche in questo caso, a giustificazione della mancanza di segni della 

sindrome possiamo invocare un background genetico che condizioni 

l’azione di geni maggiori compresi nella regione CES. D’altra parte 

nell’ambito di questa sindrome è ben conosciuta un’ampia variabilità 

fenotipica.  

Il cromosoma marcatore risulta positivo alla regione DiGeorge, responsabile, 

quando deleta, di malformazioni conotruncali. La trisomia della stessa 

regione sembra essere associata a un fenotipo in corso di definizione (93), 

che non comprende, almeno nei casi descritti, difetti del tubo neurale.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id=115470
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Poiché il nostro interesse principale concerne lo studio e la caratterizzazione 

dei fattori genetici coinvolti nell’eziologia delle malformazioni del SNC, 

abbiamo condotto una ricerca sui principali database, al fine di individuare 

eventuali geni mappati nella regione Di George e nella regione CES 

implicati nello sviluppo di strutture nervose. 

Tale ricerca ha avuto il seguente esito: nella regione Di George sono 

presenti molteplici geni tra cui il gene HIRA che codifica per una proteina 

chaperone istonica la H3.3. Ortologhi di questo gene sono stati trovati nel 

frumento, nelle mosche, e piante in questa sede risultano essere necessari 

per il silenziamento dell’eterocromatina trascrizionale, responsabili dei 

cambiamenti irreversibili nel ciclo cellulare delle cellule senescenti; inoltre 

HIRA è considerato il gene candidato primario nelle sindromi da 

aploinsufficenza quale la sindrome di Di George. Una produzione 

insufficiente del gene può disgregare lo sviluppo embrionale normale, 

mentre non sono descritti effetti conseguenti a un sovradosaggio. 

Nella regione CES, che è presente nel cromosoma marcatore, mappa il gene 

CECR2 che è un fattore di trascrizione coinvolto nella neurulazione e nel 

rimodellamento della cromatina. È stato dimostrato in modelli murini che 

topi omozigoti per mutazioni nel gene omologo del gene umano CECR2 

sviluppano esencefalia (equivalente all’anencefalia umana) (94). Non ci 

sono dati al momento che dimostrino un coinvolgimento di questo gene 

nella sindrome del cat eye, che è dovuta a duplicazione dei geni contenuti 

nella regione. Nel topo mutante il gene Cecr2 è difettivo, e il fenotipo 

corrispondente è perciò conseguente ad aploinsufficienza, ciò che può 

render conto dell’assenza di DTN nella CES nell’uomo, anche se sono noti 

esempi di duplicazioni e delezioni che causano lo stesso fenotipo (es. 

dup17p12). 
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CONCLUSIONI 

Una noxa patogena che intervenga nella fase dell’embriogenesi o della 

fetogenesi può provocare l’aborto, o  malformazioni congenite più o meno 

complesse, o un’alterazione funzionale. 

Tali alterazioni possono essere evidenziate nel corso di un esame ecografico 

effettuato nell’ambito dei servizi offerti dal SSN a tutte le gestanti. Un 

corretto programma diagnostico prenatale non può prescindere da un primo 

momento anamnestico finalizzato ad una consulenza col genetista per 

valutare il rischio della coppia e fornire un consenso pienamente informato 

ed una precisa definizione della patologia.  

La principale finalità del presente lavoro è quella di fungere da base per 

rendere operativo un programma di prevenzione della patologia 

malformativa, con particolare riguardo alle malformazioni del SNC ed alla 

patologia su base genetica, e di attivare adeguate procedure per un controllo 

di qualità particolarmente necessario in settore diagnostico delicato come 

quello della diagnosi prenatale.  

I dati raccolti attraverso questo studio, possono rappresentare il punto di 

partenza per l’attuazione e l’istituzionalizzazione di un registro/osservatorio 

sulle malformazioni sporadiche e ad etiologia genetica, che possa col tempo 

raccogliere tutti i dati della Provincia di Sassari. L’aggregazione di diverse 

professionalità e competenze (ginecologi, genetisti, morfologi ed 

igienisti/epidemiologi) può consentire la creazione di un’equipe che, oltre a 

svolgere una attività di ricerca sicuramente fruttuosa e capace di fornire dati 

epidemiologicamente attendibili sulla popolazione del Nord Sardegna, potrà 

riversare direttamente nella quotidiana attività diagnostica e assistenziale le 

esperienze e gli insegnamenti ricavati da una ricerca di livello eseguita sul 

campo. 
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