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REPERE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea temei. Hemofiliille A si B (MIM#306700, MIM#306900) reprezintd cele
mai frecvente §i grave patologii ale sistemului de coagulare a singelui, cauzate de mutatiile in
genele factorilor VIII (F8) si, respectiv, IX (F9). In toate populatiile cercetate incidenta
hemofiliei A constituie aproximativ 1:5000-10000 baieti, 1ar a hemofiliei B — 1:30000. Recent,
datorita eficientizarii tratamentului contemporan, s-a atestat cresterea numarului pacientilor si
purtdtoarelor de hemofilie, ceea ce conduce la acumularea genelor patologice in populatie.
Cercetarea activitatii de coagulare a factorului VIII sau IX, din pacate, nu poate fi utilizata pentru
determinarea statutului de purtator. Astfel, testarea molecular-genetica este actualmente o etapa
importantd in depistarea genelor mutante la purtdtoarele potentiale, iar in cazul confirmarii
statutului, este necesara in diagnosticul prenatal.

Descrierea situatiei in domeniul de cercetare si identificarea problemelor de
cercetare. In genele ce codifica factorii VIII si IX au fost depistate mutatii punctiforme, insertii,
deletii si inversii. Mai mult de 1200 de mutatii ale genei corespunzatoare factorului VIII au fost
identificate si1 descrise in baza de date a hemofiliei A HAMSTeRS (The Haemophilia A
Mutation, Structure, Test and Resource Site), ca fiind cauzele bolii [1]. O mutatie majorad a genei
F8, atestatd la aproximativ 50% pacienti cu hemofilie A severa, este inversia intronului 22. La
3% de persoane afectate s-a depistat inversia intronului 1. La persoanele bolnave au mai fost
identificate mutatii nonsense, missense, decaldri ale fazei de lectura (frameshift) sau substitutii
genice mari, deletii si insertii majore. Mutatiile missense in exonii ce codifica 3 domenii A si 2
domenii C predomina la pacientii cu forma usoard a hemofiliei [2].

Peste 1000 mutatii ale genei ce codifica factorul IX au fost inregistrate in baza de date a
hemofiliei B [3]. Deletiile majore ale unei regiuni a genei sau a intregii gene F'9, substitutiile
genice mari, substitutiile situsurilor de splicing, mutatiile nonsense, missense si decalari ale fazei
de lecturad asociate cu hemofilie B influenteazd severitatea bolii intr-o masurd mult mai mare,
comparativ cu forma severa a hemofiliei A. Formele moderate si usoare ale hemofiliei B sunt, in
majoritatea cazurilor, asociate cu mutatiile missense [4]. Asadar, gradul de severitate a
manifestarilor clinice ale patologiei este determinat de tipul mutatiei.

Din cauza incidentei inalte, complicatiilor in timpul tratamentului si invaliditatii grave,
provocate de hemofilie, elaborarea unui sistem eficient de diagnostic molecular-genetic este
necesard in scopul profilaxiei acestei patologii in familiile cu risc inalt, ceea ce prezintd o
motivare logicd a efectudrii cercetarilor descrise.

Scopul tezei: analiza molecular-geneticd a genelor F§8 si F9 la pacientii §1 membrii

familiilor cu hemofilie A si B.



Obiectivele tezei:

1. Crearea bancii de ADN al pacientilor afectati de hemofilie si al membrilor familiilor
acestora.

2. Efectuarea investigatiei molecular-genetice a secventei codificatoare si a regiunilor
conexiunii exon-intronice ale genelor F8§ s1 F'9 la persoanele cu hemofilie A si B.

3. Cercetarea polimorfismelor STR (shot tundem repeats) s1 RFLP (restriction fragment length
polymorphism) ale genelor F§ si F9 la lotul martor si la familiile cu hemofilie A si B;
estimarea nivelului asocierilor alelice ale regiunilor intragenice polimorfe.

4. Elaborarea unui algoritm eficient de diagnostic molecular al hemofiliei A s1 B pentru
Republica Moldova.

Metodologia cercetarii stiintifice include utilizarea variatelor metode bazate pe PCR,
analizele heteroduplexurilor §i restrictionald, determinarea structurii primare a ADN prin
metoda Sanger. Estimarea veridicitatii datelor statistice a fost realizat aplicind criteriul .

Noutatea si originalitatea stiintificd. Pentru prima datd s-au efectuat investigatii
molecular-genetice ale intregii secvente codificatoare si ale regiunilor conexiunii exon-intronice
ale genelor F§ s1 F'9 la pacientii cu hemofilie A si B din Republica Moldova. S-au obtinut date
despre spectrul si frecventa mutatiilor. S-au identificat mutatii noi, nedescrise la moment: in
gena F§ — p.GIn1303X; p.Glul430X; p.GIn1906X; p.Pro130LeufsX11; p.Trp960GlyfsX25;
p.Ser1791LeufsX60; ¢.602-5T>C; ¢.6430-2A>G; p.Gly244Arg; p.Glyd55Trp; p.Asp459Tyr;
p.Asn612Asp; p.Asnl805Ile; p.Tyr1837Cys; p.Ala2061Thr; in gena F9 — ¢.118-2A>C, ¢.550-
1G>A.

S-au obtinut date noi privind repartizarea alelelor situsurilor polimorfe ale genelor F§ si
F9 la grupul de control si s-a determinat nivelul asocierilor alelice ale regiunilor intragenice.

Semnificatia teoretica. Rezultatele obtinute completeaza cunostintele existente despre
bazele moleculare ale hemofiliei si consecintele functionale ale mutatiilor in genele ce codifica
factorii de coagulare.

Valoarea aplicativa. A fost creatd banca de ADN al pacientilor i memrilor familiilor cu
hemofiliile A si B. Au fost identificate mutatiile genelor '8 si F'9 in Republica Moldova.

A fost elaborat algoritmul de diagnostic molecular, care permite relevarea pina la 85,7%
mutatii in gena F§ si pind la 100% — in gena F9 la bolnavii afectati de hemofilie. Algoritmul
propus poate fi utilizat atit pentru determinarea statutului de purtétor la femeile cu risc nalt, cit
si in cadrul diagnosticului prenatal, ceea ce prezinta o etapa importanta a consultului medico-

genetic eficient si a profilaxiei acestei patologii ereditare.



Pentru 39 femei din familiile cercetate s-a constatat statutul de purtator al hemofiliei, iar 7
familii au beneficiat de diagnostic prenatal.

Incepind cu utilizarea in practica de tratament al hemofiliei a preparatelor factorilor VIII
si IX, datele despre genotipul pacientilor vor permite estimarea riscului asociat de dezvoltare a
inhibitorilor aloimuni si elaborarea programelor de terapie imunotoleranta pentru o tratare
eficienta.

Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere:

1. S-au depistat 15 mutatii noi ale genei F8 1 2 mutatii noi ale genei F9. S-a efectuat
interpretarea a 7 mutatii missense noi.

2. Pentru diagnosticul hemofiliei A s-au identificat 3 regiuni intragenice cu nivel
informational inalt: HindIII/intron 19, Alul/intron 1 s1 CA-repetitii in intronul 13.

3. Pentru diagnosticul hemofiliei B au fost depistate situsurile cu nivel informational nalt
Ddel, Msel si Hhal.

4. S-au elaborat algoritmii de diagnostic care permit relevarea a circa 85,7% mutatii in gena
F8 s1pina la 100% mutatii in gena F9 la bolnavii afectati de hemofilie A sau B.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Datele stiintifice obtinute sunt implementate in
practica consultatiilor genetice privind hemofilia din cadrul Centrului National de Sandtate a
Reproducerii si Geneticd Medicala.

Aprobarea rezultatelor. Rezultatele tezei au fost discutate si aprobate in cadrul: sedintei
Consiliului  stiintific specializat al IGFP (2009), Congresului Asociatiei Europene de
Hematologie (Stocholm, 2005), Conferintei internationale ,l'enetuxka B Poccum u mupe”
(Moscova, 2006), Conferintei stiintifice internationale ,,Invitimantul superior si cercetarea”
(Chisindu, 2006), Conferintei Europene de Genetica Umand (Amsterdam, 2006), Congresului
Federatiei Mondiale de Hemofilie (Istanbul, 2008), sedintei Societatii Pediatrilor (Chisindu,
2008), Congresului al V-la al Pediatrilor si Neonatologilor (Chisinau, 2009).

Cercetarile au fost efectuate cu suportul financiar al fundatiilor MRDA si CRDF, grantul
MTFP-04-10.

Publicatiile la tema tezei. Rezultatele stiintifice obtinute sunt publicate in 11 lucréri,
inclusiv 5 articole in reviste recenzate internationale si nationale, 6 materiale ale comunicarilor
stiintifice in cadrul conferintelor de nivel national si international.

Volumul si structura tezei. Rezultatele cercetarilor efectuate sunt expuse pe 96 pagini
de text de baza. Teza include introducere, 4 capitole, concluzii generale si recomandari practice,

bibliografie din 159 titluri, 5 anexe si este ilustrata cu 12 tabele si 29 figuri.



Cuvintele-cheie: hemofilie, genele F§ si F9, factorii VIII si IX, genotip, mutatie,

polimorfism, diagnostic molecular.
CONTINUTUL TEZEI

1. BAZELE MOLECULARE ALE HEMOFILIEI

Factorii VIII s1 IX se implicd in procesul de coagulare a singelui si sunt activati in timpul
dereglarilor hemostatice prin mecanisme interne sau externe. Hemofilia este cauzatd de mutatii
in genele ce codificd factorii de coagulare.

Gena F8 este localizata in banda distala a bratului lung al cromozomului X, Xq28,
contine 26 exoni §i are o lungime de ~ 186 mii perechi de baze azotate (p.b.) [5]. Structura
primard a genei F'9 a fost descrisd de Yoshitake si colab. in anul 1985 [6]. Gena F9 este mult mai
scurtd ca gena F'8, avind aproximativ 34 mii perechi de baze azotate, si include 8 exoni. Gena F9
este, de asemenea, localizatd in partea terminala a bratului lung al cromozomului X, in pozitia
Xq27. Gena ce codifica factorul VIII este situata la o distantd semnificativa de cea a factorului
IX si linkage-ul genetic intre ele nu s-a atestat.

Pentru diagnosticul molecular al hemofiliei se utilizeaza investigarea directd a ADN, care
include identificarea mutatiilor patologice in genele F§ sau F9. Dacd anumite circumstante nu
permit identificarea directd a mutatiilor, se utilizeaza investigatiile indirecte ale genelor sau
analiza /inkage-ului in scopul depistarii alelei care determind dezvoltarea patologiei.

2. MATERIALE SI METODE

2.1 Materialele cercetarii

Pentru investigatiile molecular-genetice s-au utilizat probele de ADN genomic ale 80
pacienti din 61 familii cu hemofilie A si 9 pacienti din 5 familii cu hemofilie B, cit si ADN al
109 membri ai familiilor acestora. Pentru comparatie s-au selectat 65 esantioane de ADN
genomic al persoanelor sinitoase, care au prezentat lotul martor. In cadrul diagnosticului
prenatal au fost cercetate 7 probe de ADN fetal, prelevate prin biopsia vilozitatilor coriale sau
amniocenteza.

Secventierea ADN a fost realizatd in laboratorul condus de dr. A.R. Thompson.
Vizualizarea situsurilor mutatiilor missense a fost efectuata de dr. K. Pratt, Puget Sound Blood
Center, Seattle, S.U.A.

2.2 Metodele cercetarii

ADN genomic a fost izolat cu ajutorul proteinazei K prin metoda extragerii fenol-
cloroformice. Prezenta inversiilor intronului 22 s-a determinat in rezultatul amplificarii

fragmentelor lungi, dupa cum este descris in [7]. Inversia intronului 1 s-a analizat prin PCR [8].



Regiunile codificatoare ale genelor F8 si F'9, inclusiv si succesiunile flancante, au fost
amplificate cu ajutorul primerilor corespunzatori. Analiza heteroduplexurilor s-a realizat in 5 pl
de produse de amplificare corespunzdtoare exonilor pacientului si martorului, care au fost
incubate, utilizind urmatorul program de denaturare-aliniere: 94°C - 3 min., 80°C - 2 min., 70°C -
2 min., 65°C - 15 min., 50°C - 5 min., 40°C - 2 min. si 37°C - 15 min., cu vizualizarea ulterioara
in gelul 1IXMDE™. Probele cu un pattern de migrare diferit de cel al controlului au fost supuse
secventierii automate, utilizind dispozitivul Genetic Analyzer, modelul 3100 (Applied
Biosystems, S.U.A.), in conformitate cu protocolul propus de producator. Mutatiile se confirmau
prin secventierea ADN-ului altui pacient din aceeasi familie sau al purtdtoarei, prin analiza
restrictionald sau prin secventierea altui fragment amplificat al ADN pacientului investigat.

Evaluarea modificarilor mutationale in situsurile splicing-ului s-a efectuat cu ajutorul
soft-ului «SplicePort» [9]. Estimarea influentei mutatiilor missense asupra structurii si
functionalitatii factorului VIII s-a realizat prin utilizarea programelor PolyPhen s1 CUPSAT.

Alelele situsurilor polimorfe intragenice au fost inregistrate in rezultatul amplificarii
regiunilor corespunzatoare §i analizei restrictionale cu separarea ulterioard a fragmentelor in gel
de poliacrilamida (cu concentratia 6-12%, in dependenta de necesitate).

Analiza statisticd a fost realizata aplicind criteriul .

3. ANALIZA MOLECULARA A POLIMORFISMULUI GENEI F8 LA FAMILIILE CU
HEMOFILIE A SI LA GRUPUL DE PERSOANE SANATOASE

3.1 Analiza moleculara a mutatiilor in gena F$§ la bolnavii cu hemofilie A

In scopul identificarii mutatiilor ce cauzeaza patologia, s-a cercetat ADN al 75 pacienti
din 57 familii cu hemofilie A. Severitatea bolii a fost estimatd prin cercetarea cantitativa a
factorului VIII la 53 familii §1 in baza fenotipului clinic — la 4 familii [10]. Tinind cont de faptul
ca toti probanzii unei familii posedd acelasi genotip mutational, identificarea mutatiilor se
efectua doar la o singura persoand din familie. La toti pacientii investigati s-a genotipat doar o
mutatie in regiunea codificatoare a genei F§.

3.1.1 Cercetarea inversiilor intronului 22 i ale intronului 1

Forma severa a patologiei a fost diagnosticata in 41 cazuri din cele 57 familii investigate.
Inversia intronului 22 constituie rezultatul crossingover-ului intranemic, intercromozomial sau

intercromatidic, intre succesiunea int22h si 2 copii extragenice ale acesteia (Fig. 3.1).
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Fig. 3.1. Identificarea inversiei intronului 22 in gena F§ .
A) Dreptunghiul de sus reprezintd succesiunea normala a int22h-1, iar cel de jos — succesiunile
int22h-2 si int22h-3; prin linie intrerupta este prezentatd recombinarea posibild intre regiunile
vizate. P, Q, A si B — primerii utilizati in PCR [6].
B) Analiza electroforetica in gel de agarozd (1%) a fragmentelor PCR obtinute in rezultatul
cercetdrii inversiei intronului 22. M — marker al lungimii 1 Kb Plus (Fermentas Ltd).

Ca rezultat al cercetdrii ADN-ului a 41 pacienti cu forma severa a hemofiliei A, in 16
cazuri (39%) s-a depistat inversia intronului 22, prezentind un nivel inalt de informativitate a
mutatiei mentionate in diagnosticul maladiei. O alta mutatie majord ce determind dezvoltarea
formei severe a patologiei, inversia intronului 1, a fost relevata in 1 caz, ceea ce reprezinta
2,4%.

3.1.2 Analiza geneticd a mutatiilor neinversionale

In scopul depistarii mutatiilor la 24 pacienti cu forma severi a hemofiliei A si la 16
persoane cu formele moderata/usoara, s-a utilizat analiza heteroduplexurilor.

La 30 pacienti s-a atestat modificarea patfern-ului de migrare a fragmentului de ADN
corespunzator unui exon anumit al genei F8. La 1 pacient s-a depistat deletia exonilor 15 — 18 s1
la Inca un bolnav — deletia exonului 26. La 8 pacienti (3 cu forma severd, 2 — moderatd si 3 —
usoard) nu s-au identificat mutatii.

In total, la 49 familii au fost relevate 29 mutatii unice (Tab. 3.1 si 3.2) care, alituri de 2
inversii si 2 deletii majore, mai includ 4 deletii mici, 1 insertie, 3 mutatii in situsurile splicing-

ului, 3 mutatii nonsense si 13 missense. Incd o mutatie a fost depistatd in rezultatul analizei



heteroduplexurilor si necesitd secventiere pentru determinarea tipului acesteia. Din numarul total

de mutatii genotipate, 15 nu au fost identificate in alte populatii cercetate [11, 12].

Tabelul 3.1. Mutatiile genei F'§ identificate la bolnavii cu hemofilie A din Republica
Moldova, cu exceptia mutatiilor missense

Familia| Exon sau Modificarea Mutatia® FVII:C | Domeniul | Originea
intron nucleotidica® (%) FVIII

Inversiile

01-16 mtronul <1 3F,10S
22

17 intronul 1 <1 S

Deletiile partiale ale genei F'§

18 exonii 15- | ¢.5220-? ¢.5998+7del <1 A3 S
18

19 exonul 26 | ¢.6901-? ¢.7056+7del <1 C2 F

Mutatiile nonsense

20 exonul 14 | ¢.3963C>T* p.GIn"”"X <1 B S

21 exonul 14 | c.4345C>T* p.Glu"?X <1 B S

22 exonul 17 | ¢.5773C>T* p.GIn"""X <1 A3 S

Decalari ale fazei de lectura

23 exonul 4 | c.444delC* p.Pro130LeufsX11 | <1 Al S

24 exonul 14 | ¢.2935delT* p.Trp960GlyfsX25 | <1 B S

25 exonul 14 | c.3637delA p.lle1194PhefsX5 5 B S

26,27 | exonul 14 | c.4379 4380insA | p.Asnl441LysfsX1 | <1,<1 B F, S

28 exonul 16 | ¢.5428delT* p.Ser1791LeufsX60 | 1 A3 F

Mutatiile situsului acceptor al splicing-ului

29 intronul 4 | ¢.602-2A>G <1 Al F

30 intronul 4 | ¢.602-5T>C* 2 Al F

31 intronul c.6430-2A>G* <1 C1 F
22

¥ Mutatiile sunt descrise conform recomandirilor HGVS (Human Genom Variation
Society), succesiunea de referintd NM_000132.3. § Numerotarea aminoacizilor s-a efectuat in
conformitate cu nomenclatura HAMSTeRS, * o mutatie noud, nedescrisa in HAMSTeRS. F —
caz familial al hemofiliei, S — caz sporadic, X — codonul stop.

3.1.2.1 Mutatiile situsurilor splicing-ului

Mutatiile in situsurile acceptor al splicing-ului au fost depistate la 2 familii cu forma
severa si 1 familie cu forma moderata a hemofiliei A.

Substitutia adeninei cu guanind in pozitia ¢.602-2A>G (-2 p.b. IVS4 A>QG), in aval de
exonul 5, a condus la modificarea site-ului splicing-ului (Fig. 3.2. A). Intrucit exonul 5 face parte
din faza de lectura, mutatia mentionata poate cauza fenomenul de ,,omitere a exonului” (exon
skipping), ceea ce functional echivaleaza cu deletia partiala a genei [13].

Substitutia nucleotidica ¢.602-5T>C a fost identificatd la un pacient cu caz familial al

hemofiliei A (Fig. 3.2. B). Alte mutatii in structura primara a regiunii codificatoare a genei F'§ nu




au fost atestate. Substitutia intronica c.602-5T>C a fost analizatd cu ajutorul programului
SplicePort. Ca rezultat, s-a stabilit ca tranzitia investigatd reduce semnificativ valoarea limitd a
situsului acceptor al splicing-ului cu sensibilitatea 88,5% de la 0,93, specific pentru succesiunea
normald, pind la 0,34.
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Fig. 3.2. Substitutiile nucleotidice ce induc modificari in situsul acceptor al sp/icing-ului
din intronul 4 al genei F38.
A) mutatia c.602-2A>G, B) mutatia c.602-5T>C. Rindul I — succesiunea normala a intronului 4
—exonului 5, gena F§ (NG_005114.1), prin bold s-a evidentiat succesiunea exonului 5. Rindul II
— succesiunea modificatd; mutatia punctiforma este marcata cu dreptunghi color.
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Fig. 3.3. Substitutia nucleotidicd in pozitia c.6430-2A>G care induce modificare in
situsul acceptor al splicing-ului.
A) Rezultatele analizei heteroduplexurilor a exonului 23 (trecul 1 — control, ADN normal, 2, 3 —
ADN pacientilor); modificarea pattern-ului de migrare se vizualizeaza in trecul 3. B) Rezultatele
secventierii exonului 23. C) Rindul I — succesiunea normald a intronului 22 — exonului 23 a
genel F8, prin bold s-a evidentiat succesiunea exonului; rindul II — succesiunea modificatd;
mutatia este marcatd cu dreptunghi color.

A treia mutatie a situsului acceptor al splicing-ului a fost, de asemenea, identificata la un
pacient cu caz familial al hemofiliei A, reprezentind substitutia ¢.6430-2A>G (Fig. 3.3). Mutatia
identificata nu este descrisa in HAMSTeRS .
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3.1.2.2 Decalari ale fazei de lectura

Mutatiile ce cauzeaza decalarile fazei de lecturd au fost identificate la 6 familii, 4 din care
reprezinta deletii ale unui nucleotid si insertie repetatd a unui nucleotid.

Succesiunile bogate in adenina sunt frecvent supuse mutatiilor ce induc decalarea fazei de
lecturd. Una din mutatiile nucleotidice descrise anterior este deletia adeninei in pozitia
p.Ille1194PhefsX5 din succesiunea formatd din 9 A, care a fost relevata la pacientul cu forma
moderatd a patologiei. Mutatia vizata se asociaza atit cu fenotipul sever, cit §i cu cel moderat.

Insertia unui nucleotid adenozinic, p.Asnl441LysfsX1, in succesiunea din 9 A a fost
1dentificatd In doud familii neinrudite, afectate de forma severa a hemofiliei A. Una din familiile
mentionate reprezinta un caz sporadic al patologiei.

Trei deletii noi, nedescrise la moment, p.Prol30LeufsX11, p.Trp960GlyfsX25 si
p-Ser1791LeufsX60, ce cauzeaza decalarea fazei de lecturd si aparitia prematurd a stop-
codonului, sunt asociate cu fenotipul clinic sever.

3.1.2.3 Mutatiile nonsense

La 3 familii investigate au fost identificate mutatii nonsense. Toate 3 mutatii sunt noi,
neinregistrate in baza de date HAMSTeRS. Mutatiile nonsense au fost relevate in familiile cu
forma severd a patologiei, care corespunde lipsei totale a proteinei functionale a factorului VIII.

Mutatia ¢.3963C>T reprezintd substitutia codonului glutaminic — CAG cu stop-codonul
TAG in pozitia 1303, rezultind in sinteza produsului proteic incomplet, ulterior eliminat. A doua
mutatie missense, c.4345C>T, a fost de asemenea identificatd in exonul 14 al genei F8, ce
codifica domeniul B. in exonul 17 a fost atestata substitutia C>T in pozitia ¢.5773, determinind
aparitia codonului TAG.

3.1.2.4 Mutatiile missense

in 17 familii rimase au fost depistate 13 mutatii missense, localizate in domeniile A1, A2,
A3 si C1 ale cofactorului activat FVIIIa. Urmatoarele 7 substitutii aminoacidice nu au fost
identificate pind la moment in alte populatii cercetate: G244R, G455W, D459Y, N612D,
N1805I, Y1837C s1 A2061T (Tab.3.2). Mutatiile P1854L, A2061T si R2163H au fost detectate
in citeva familii.

Mutatia p.Gly244 Arg este cauzatd de substitutia guaninei cu citozina in ultimul nucleotid
al exonului 6. Glicina din pozitia 244 reprezinta un aminoacid expus la suprafatad si nu se implica
in interactiunile intre domenii (Fig. 3.4. A). Substitutia G cu C modificd succesiunea canonica a
situsului donor al splicing-ului, reprezentind cauza dezvoltarii formei severe a hemofiliei A.

Mutatia p.Thr2751le a fost identificatd la pacientul cu activitatea factorului VIII de 3,8%.

Treonina in pozitia 275 formeaza, impreund cu resturile 271-287, o bucla neregulatd in structura
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domeniului Al, care interactioneazad cu bucla domeniului A2, constituitd din resturile 517-524.
Substitutia treoninei cu izoleucina poate afecta interactiunea intre domeniile mentionate. Tinind
cont de faptul ca FVIlla activat se inactiveazd prin disocierea domeniului A2 [14], mutatia
p.Thr2751le cauzeaza reducerea perioadei de functionare a proteinei.

Substitutia aminoacidica Arg372Cys a fost depistatad la pacientul, nivelul factorului VIII
al cdruia a constituit 3%. Hidroliza catenei grele a factorului VIII in pozitia arginind 372 — serina
373 este necesara pentru expunerea situsului ce interactioneaza cu factorul IXa.

Tabelul 3.2. Mutatiile missense ale genei F'§ identificate la pacientii cu hemofilie A din

Republica Moldova
Familia | Exon Substitutia Mutatia® Forma FVII: |Domeniul | Originea
sau nucleotidica* fenotipicd | C (%) | FVIII
intron
32 exonul 6 | c.787G>C* p.Gly244Arg severa | <l Al S
33 exonul 7 | ¢.881C>T p.Thr2751le moderata | 4 Al S
34 exonul 8 | c.1171C>T p.Arg372Cys moderatd | 3 Al F
35 exonul 9 | c.1331A>G p.Lys425Arg severa A2 S
36 exonul 9 | c.1420G>T* p.Gly455Trp severa | <l A2 S
37 exonul 9 | c.1432G>T* p.Asp459Tyr severa | <l A2 S
38 exonul 12| c.1891A>G* p.Asn612Asp severd | <l A2 S
39 exonul 16| c.5471A>T* p.-Asnl18051le severa | 1 A3 F
40 exonul 16| c.5567A>G* p.Tyr1837Cys severa | <l A3 F
41-43 | exonul 17| ¢.5618C>T p.Prol1854Leu | moderata | 2-4 A3 2F,1S
44,45 | exonul 21| ¢.6238G>A* p.Ala2061Thr | moderatd | 5, 5 Cl F,S
46 exonul 22| c.6319G>A p.Gly2088Ser | moderata | 2 Cl1 S
47,48 | exonul 23| c.6545G>A p.Arg2163His severa | <I,1 Cl1 2S
49* exonul 11 moderatd | 1,5 A2 S

¥ Mutatiile sunt descrise conform recomandarilor HGVS, succesiunea de referinta -
NM 000132.3. § Numerotarea aminoacizilor s-a efectuat in conformitate cu nomenclatura
HAMSTeRS, * o mutatie nous, nedescrisi in HAMSTeRS; ¥ — mutatia depistata, dar, la
moment, necaracterizata. F — caz familial al hemofiliei, S — caz sporadic.

Gruparile aminice ale lizinei din pozitia 425 a factorului VIII formeaza legéturi cu
gruparea carboxilicd a acidului glutaminic din pozitia 581. Substitutia lizinei cu arginina masiva
mentine sarcina pozitivd, dar modifica structura conformationald (Fig. 3.4.B). Mutatia descrisa a
fost relevata la un pacient afectat de forma severa a hemofiliei.

Mutatia missense p.Gly455Trp a fost depistata la un pacient cu forma severa a hemofiliei
A. Glicina 455 este un aminoacid in B-pliuri, care include resturile 453-456. Substitutia glicinei
cu triptofanul va cauza, probabil, ruperea structurii domeniului A2 sau va influenta conformatia
buclei constituite din resturile aminoacidice 558-565, mutatiile careia induc modificari in
interactiunea domeniului A2 cu factorul IXa activat, ceea ce, in final, reduce activitatea catalitica

a complexului X-azic.
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Fig. 3.4. Structura cristalind a factorului VIII in situsurile mutatiilor missense [14].
Se prezintd pozitiile resturilor aminoacidice si interactiunile intre domenii; liniile intrerupte
reprezinta legaturile de hidrogen.

Domeniul Al determind orientarea corectd a domeniului A2 in relatie cu alte domenii ale
factorului VIIla activat, facilitind astfel interactiunea cu situsul activ al factorului IXa.
Substitutia noud a acidului asparaginic 459 cu o tirozind masiva, probabil, modificd interactiunea
cu triptofanul 382, care este parte componentd a fragmentului 373-385, ce interactioneaza cu
dimerul A1/A3-C1-C2 [15]. Ca rezultat, mutatia identificatd determind modificarea activitdtii
catalitice a complexului X-azic, ceea ce explicd dezvoltarea fenotipului clinic sever la pacientii
cu mutatia mentionata.

Ultima mutatie identificatd in domeniul A2 reprezintd substitutia p.Asn612Asp.
Asparagina 612 formeaza legaturd hidrogenicd cu tirozina 423 (Fig. 3.4., B). Substitutia
asparaginei neutre cu acidul asparaginic modificd sarcina situsului, inducind modificari
conformationale ale regiunilor proteice vecine.

In domeniul A3 au fost identificate 2 mutatii missense noi — p.Asnl805Ile si
p.Tyr1837Cys si o mutatie deja cunoscutd — p.Prol854Leu (Fig. 3.4., C). Asparagina 1805
interactioneaza, prin legatura de hidrogen, cu serina 1784, conditionind formarea unei bucle ce
participd in interactiunea domeniilor A2 si A3. Substitutia asparaginei poate modifica
interactiunea intre domeniile A mentionate, destabilizind structura conformationala a proteinei.
Mutatia a fost depistata la un pacient cu forma severa a patologiei. Tirozina din pozitia 1837 face
parte din structura domeniului A3, substitutia careia cu cisteind destabilizeazd si modifica

structura resturilor aminoacidice vecine, care determinad functia cataliticd a factorului VIII.
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Mutatia p.Pro1854Leu a fost atestata la 3 familii neinrudite afectate de hemofilie A. Pacientii cu
mutatia mentionatd au prezentat variatia nivelului factorului intre 2-5%. In 2 cazuri patologia a
avut caracter familial. Analiza arborelui genealogic pind la 3 generatii nu a relevat inrudirea
acestor 2 familii. Cercetarea regiunilor intragenice polimorfe ale pacientilor mentionati a
evidentiat insd haplotipuri similare — HindIII (+)/Alul(-)/I7Pg/a(-). Aceste rezultate, dar si faptul
ca ambele familii locuiau in aceeasi regiune a Republicii Moldova, sugereaza prezenta efectului
fondatorului in aparitia mutatiei respective. In al 3-lea caz, hemofilia era de origine sporadici si
haplotipul pacientului era diferit de celelalte haplotipuri investigate.

O mutatie noud, p.Ala2061Thr, a fost identificata la 2 familii neinrudite afectate de forma
moderatd a patologiei (FVIII:C 4-5%). Alanina 2061 este parte componentd a domeniului C1
(Fig. 3.4. D), substitutia careia cu treonind modificd hidrofobia si destabilizeaza catena. Pacientii
cercetati au prezentat un haplotip similar HindIII (-)/Alul(+)/17Pg/a(+).

Mutatia p.Gly2088Ser, inregistrata in HAMSTeRS, a fost identificata la un pacient cu
forma moderatd a hemofiliei A (similar cazului descris in baza de date). Glicina 2088 si
fenilalanina 2096, impreund cu resturile de aminoacizi situate intre pozitiile mentionate,
formeaza o bucla la suprafata domeniului C1. Compararea succesiunii de aminoacizi a buclei cu
structura agrafei situsului membrano-asociator din domeniul omolog C2 al factorului VIII
conduce la ideea ca regiunea mentionatd poate fi implicatd in asocierea cu lipidele sau
trombocitele. Arginina 2163, de asemenea, participa in mentinerea structurii buclei (Fig. 3.4., D).
Avind in vedere cd, in comparatie cu domeniul C2, proteina recombinatd constituitd din
domeniile C1C2 ale factorului VIII poseda o afinitate sporitd fatd de trombocitele activate [16],
regiunea mentionata este responsabild de interactiunea factorului VIIla activat cu membranele.

Substitutia p.Arg2163His a fost depistatd la 2 familii neinrudite, cu cazuri sporadice ale
formei severe ale hemofilie1 A. Dar si in aceastd situatie, similar mutatiilor p.Pro1854Leu si
p.Ala2061Thr, la pacientii investigati s-a relevat acelasi haplotip — HindIII (-)/Alul(-)/I7Pg/a(+),
ceea ce presupune prezenta efectului fondatorului.

Mutatiile identificate la pacientii afectati de hemofilie A au fost caracterizate in baza
cunostintelor contemporane despre structura genei F'§ si a factorului VIII. Analiza noilor mutatii
prezintd date suplimentare despre bazele moleculare ale hemofiliei A si explicd consecintele
acestora 1n procesul expresiei genei, precum §i in cadrul interactiunilor functionale ale factorului

VIIL
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3.1.3 Frecventa mutatiilor asociate cu hemofilie A si repartizarea lor in gena I8
Analiza mutatiilor la pacientii cu hemofilie A din Republica Moldova (Fig.3.5) a relevat
repartizarea acestora similar distributiei descrise anterior pentru populatiile Germaniei, Italiei,
Argentinei si Indiei [17-20].
) delft,:iile/ o missence
msertile mici 35.4%
12,5%

nonsence

deletile majore

6,3% 4,2%
mversia intronului
12,0% inversia intronului mutatiile splicing -
22 33,3% ului
6,3%

Fig.3.5. Profilul mutational al pacientilor cu hemofilie A in Republica Moldova.

Mutatiile au fost identificate la 49 (86%) familii din cele 57 investigate, in 32% cazuri
constituind mutatii noi. Tipul mutatiei a corespuns defectului molecular [21]. La 8 familii, pentru
care nu s-a reusit genotiparea mutatiilor, defectul genetic poate fi localizat in intronii care nu se

analizeaza in cadrul screening-ului mutational obisnuit.
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Fig. 3.6. Mutatiile noi ale genei F§.
Liniile fine de turcoaza prezinta mutatiile missense, linia roza intreruptd — nonsense, linia oranj
groasda— mutatiile cadrului de lecturd, triunghiurile verzi — defectele splicing-ului.

Mutatiile punctiforme au fost depistate in 10 exoni si 3 introni ale genei F8. Localizarea
defectelor noi este prezentatd in figura 3.6. Rezultatele obtinute demonstreaza nivelul nalt al

heterogenitatii mutatiilor din gena ce codifica factorul VIII.
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3.2 Analiza moleculara a regiunilor polimorfe din structura genei F8 la grupul de
persoane sanatoase din Republica Moldova

La 14% de familii investigate nu s-au identificat mutatii in regiunea codificatoare a genei
F8. In calitate de alternativd s-a procedat la cercetarea indirecti. In scopul determinirii
oportunitdtii aplicarii in diagnosticul hemofiliei A a unor regiuni intragenice polimorfe, s-a
realizat analiza molecular-genetica a informativitatii a 4 markeri polimorfi din structura genei F8
la un grup de persoane sanatoase. Au fost selectate variantele bialelice HindIII intronul 19, Alul
intronul 1 si tranzitia G/A in intronul 7 (17P) (Tab. 3.3) si repetitiile multialelice din intronul 13.

Tabelul 3.3. Analiza markerilor polimorfi ai genei F'§ in grupul de persoane sanatoase din

Republica Moldova
Polimorfism Nivelul heterozigotiei | Nivelul heterozigotiei Valoarea
teoretice factoriale
HindIII intronul 19 0,385 0,365 0,2; 0,75>P >0,5
Alul intronul 1 0,498 0,55 0,81; 0,5>P >0,25
polim. G/A intronul 7 0,365 0,417 0,23; 0,75>P >0,5
repetitii (CA), intronul 13 0,64 0,50 3,83; 0,1>P>0,05

Conform datelor din tabelul 3.3, nivelul inalt de heterozigotie este caracteristic repetitiilor
(CA),. O valoare destul de sporiti a heterozigotiei poseda si 3 polimorfisme bialelice. Intre
nivelul heterozigotiei teoretice si factoriale nu s-au atestat diferente statistic semnificative. Cu
toate acestea, prezenta asocierilor alelice intre situsurile RFLP poate reduce semnificativ nivelul
informational general al lor. De aceea, in scopul determinarii valorii dezechilibrului de linkage,
s-a efectuat cercetarea asocierilor alelice (Tab. 3.4).

In cazul situsurilor HindIII/ I7P s-a depistat un dezechilibru puternic, demonstrat prin
valorile inalte ale y” si ale coeficientilor de corelare (r) si linkage-ului inegal (D). O inegalitate
semnificativa, dar nu totald, a fost determinata si pentru alte 2 combinatii. In timpul cercetarii
comune a 3 situsuri bialelice la 48 femei, eficienta identificarii heterozigotilor a constituit 66%,
adicd a sporit nesemnificativ din cauza suplimentdrii polimorfismului G/A din intronul 7.
Asadar, utilizarea acestui polimorfism este rationald doar in cazuri rare, cind polimorfismele

HindIII si Alul nu sunt informative.

Tabelul 3.4. Asocierile alelice intre polimorfismele din interiorul genei F38.
Asocierea Numarul de v D r P
cromozomi
HindIII/Alul 92 11,08 0,076 0,347 <0,01
17P/HindI11 111 19,74 0,079 0,422 <0,01
17P/Alul 60 6,29 0,069 0,324 <0,01
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Ca rezultat al analizei repetitiilor microsatelitice (CA), din intronul 13, au fost depistate 6
alele ale situsului mentionat care cuprind 19-24 repetitii. Alele cu 16-18 repetitii nu au fost
detectate. In figura 3.7 sunt prezentate 3 alele ale repetitiilor (CA),. Cu frecventi majora au fost

depistate alelele (CA)yo s1 (CA)2: 0,54 510,22, respectiv. Alela (CA),4 a fost cea mai rar atestata.

1 23 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17

23 20 20 21 23 23
20 20 20 20 20 20 21 21 21 23 21 20 21 20 20 23 23 M
Fig. 3.7. Electroforegrama analizei ADN a alelelor microsatelitice (CA), ale genei F'8, gel
de poliacrilamida 8% (19:1).
Trecurile 1, 3, 5, 7, 10, 12, 13, 16 — probe de ADN al barbatilor; 2, 4, 6, 8, 9, 11, 14, 15, 17 —
probe de ADN al femeilor; M — marker al lungimii (50 bp DNA ladder, Fermentas Ltd).

Conform datelor tabelului 3.5, alele mai frecvent depistate in grupul de control al
populatiei din Moldova, predomina si in alte populatii indoeuropene cercetate. In acest sens,

populatia chineza, cu preponderenta alelelor cu numarul de repetitii 25 si 26, difera mult.

Tabelul 3.5. Frecventele alelelor corespunzatoare ale repetitiilor (CA), in intronul 13 al
genel F§ la diverse populatii [22-24].

Numaérul de | Europa | China | Rusia | India | Iran | Turcia | Moldova

repetitii (CA), % % % % % % %
16 0,5 - - - - -
17 - - - - - -
18 0,5 - - 1 0,9 - -
19 7 - 3 - 52 1,8 7
20 45 - 56 53 1458 51 54
21 29 - 19 36 36,2 34 22
22 11 1 11 - 82 | 7,8 10
23 1 10 10 | 1,7 | 43 5
24 1 9 - - 09 | 08 2
25 - 53 - - - - -
26 - 32 - - - - -
27 - 3 - - - - -
28 - 1 - - - - -
HT 69 68 63 57 | 64 62 63,9
HF 91 53,7 34 56 | 52 50 50

HT — nivelul heterozigotiei teoretice, HF — nivelul heterozigotiei factoriale
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Heterozigotia factoriald 0,50, statistic este similard cu cea teoretica: 0,64, calculatd in
baza legii Hardy-Weinberg (x*=3,83; 0,1>P>0,05). Coeficientul de variatie a constituit 0,21.
Cercetarea comuna a repetitiilor (CA), cu 3 regiuni bialelice la 48 femei a condus la sporirea
cazurilor de depistare a heterozigotilor cu 13,2%, si a constituit 79,2%.

Asadar, cercetarea frecventei de repartizare a 4 situsuri polimorfe a permis relevarea a 3
regiuni cu nivel informational inalt: HindIIl/intronul 19, Alul/intronul 1 si repetitiile (CA), In
intronul 13. Datele obtinute demonstreaza oportunitatea utilizarii situsurilor mentionte in calitate
de markeri genetici in diagnosticul hemofiliei A, inclusiv la identificarea purtdtoarelor
heterozigote si in diagnosticul prenatal.

3.3 Aplicarea practica a analizei ADN la familiile cu hemofilie A

Situsurile polimorfe mentionate ale genei F§ au fost utilizate pentru investigarea a 73
femei din familii cu hemofilie A [25-28]. Analiza comund a mutatiilor si a situsurilor polimorfe a
permis depistarea defectului sau a markerului genetic la 92% familii (56/61).

In figura 3.8 este prezentat algoritmul elaborat in scopul cercetarii familiilor afectate de
hemofilie A, care a facut posibild identificarea a 85,7% mutatii in gena F§ la bolnavii cu

diagnosticul de hemofilie A.

Hemofilia A

re A

Forma severa Formele moderata si
usoara

' v

»

Cercetarea inversiilor Screening-ul

intronilor 22 si 1 / noninversiilor
v v

S-a identificat mutatia Cercetarea situsurilor polimorfe ale genei F§ cu nivel
in gena F'§ informational inalt: Hind[I1/intronul 19, Alul/intronul 1
si repetitiile (CA), In intronul 13

e ~.

S-au depistat markerii Nu s-au depistat

informativi markerii informativi
v v

Identificarea purtatoarelor heterozigote Investigarea in alte centre
si diagnosticul prenatal este posibil genetice
pentru familia vizata

Fig.3.8. Algoritmul investigatiilor molecular-genetice in familiile cu hemofilie A.
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Algoritmul propus a fost utilizat pentru determinarea statutului de purtator la femeile din
familiile cu risc. Din 23 mame ale pacientilor cu hemofilie A sporadica, 22 au fost diagnosticate
ca purtdtoare. Din 24 de rude de sex feminin de pe linia maternd a pacientilor, statutul de purtator
a fost determinat la 13. In 2 cazuri statutul de purtitor a fost stabilit in rezultatul investigarii
situsurilor polimorfe.

Diagnosticul prenatal a cuprins cercetarea mutatiilor anterior depistate in familie si/sau
analiza situsurilor polimorfe ale genei 8. Au fost efectuate 5 teste de diagnostic prenatal: 2 ale
fatului de sex feminin si 3 — masculin, dintre care 2 fetusuri de sex masculin au fost afectati.

S-a identificat grupul de pacienti cu riscul sporit de aparitie a inhibitorilor aloimuni ai
factorului VIII ca rezultat al tratamentului cu concentratele factorului mentionat. Grupul e
constituit din 22 persoane (17 cu inversii, 2 cu deletii majore si 3 cu mutatiile nonsense). Riscul

de aparitie a inhibitorilor este determinat de tipul mutatiei si de localizarea acesteia.

4. ANALIZA MOLECULARA A POLIMORFISMULUI GENEI F9 LA BOLNAVII CU
HEMOFILIE B SI LA GRUPUL DE PERSOANE SANATOASE DIN MOLDOVA
4.1 Cercetarea molecular-genetica a genei F9 la pacientii cu hemofilie B
In scopul depistarii mutatiilor, s-a cercetat ADN al 9 pacienti din 5 familii cu hemofilie
B. La toti pacientii investigati s-a diagnosticat forma severd a hemofiliei cu nivelul factorului IX
mai mic de 1%. Mutatiile au fost identificate prin secventierea regiunii codificatoare a genei F9,
promotorului, regiunii 5°, situsurilor splicing-ului si regiunii 3°.

Tabelul 4.1. Mutatiile genei F'9

Ne | Exon/ Tipul Substitutia nucleotidica Mutatia® Mostenirea
intron | mutatiei
1 i7 AS] | ¢.867-4A>G (A—>G "' F
2 il AS] | c.118-2A>C* (A—>C**%) F
3 i5 AS] | ¢.550-1G>A* (G—>A™"%) S
4 e8-3’ M | c.1266G>A (G—A''?) p.Gly367Arg F
5] e8-3 Fs | c.1401delA (AA’"™) p.Thr412GInfsX25 F

ASJ — mutatia situsului acceptor al splicing-ului, M — mutatia missense, Fs — mutatia frameshift,
* 0 mutatie noua. In paranteze este indicatd numerotarea nucleotidelor conform Yoshitake et al.
[6], § numerotarea aminoacizilor este prezentatd conform nomenclaturii utilizate in baza de date
a hemofiliei B. F — caz familial al hemofiliei, S — caz sporadic.

Au fost identificate 3 mutatii ale situsului acceptor al splicing-ului, o mutatie missense $i

1 — frameshift, dintre care 2 mutatii sunt noi, nedescrise in baza de date a hemofiliei B. La fiecare

pacient s-a depistat doar o mutatie (Tab. 4.1.)
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4.2 Situsurile polimorfe ale genei F9 la grupul de persoane sinitoase din Republica
Moldova

Pentru a demonstra rationalitatea utilizarii a 5 situsuri polimorfe ale genei 9 in scopul
diagnosticului hemofilie1 B, s-a realizat analiza molecular-genetica a informativitatii markerilor
investigati (Tab. 4.2).

Cercetarea comund a situsurilor Ddel, Msel, Hhal, Mnll si Taql a permis relevarea
markerului genetic heterozigotic pentru 16 din 17 femei investigate, ceea ce presupune cad
diagnosticul indirect al hemofiliei B va fi eficient in 94% cazuri.

Tabelul 4.2. Analiza markerilor polimorfi ai genei /9 in grupul de persoane sanatoase din

Republica Moldova
Polimorfism Nivelul heterozigotiei | Nivelul heterozigotiei Valoarea y~
teoretice factoriale
Ddel intronul 1 0,449 0,647 3,0; 0,1>P >0,05
Msel regiunea 5’ 0,427 0,533 1,71; 0,25>P >0,1
Hhal regiunea 3’ 0,461 0,50 0,17;0,75>P >0,5
Mnll exonul 6 0,449 0,421 0,21; 0,75>P >0,5
Taql intronul 4 0,394 0,435 0,17; 0,75>P >0,5

Totodata, s-au calculat valorile asocierilor alelice pentru toate combinatiile posibile de
markeri polimorfi (Tab. 4.3), ceea ce poate reduce nivelul informativitatii generale. Conform
datelor prezentate in tabel, asocierile nesemnificative au fost atestate in cazul situsurilor
Msel/Mnll si Msel/Taql, cit si un linkage puternic, dar nu complet, intre Mnll si Taql. Tinind
cont de rezultatele obtinute, dar si de valorile heterozigotiei factoriale si teoretice ale regiunilor
intragenice polimorfe in lotul martor, utilizarea combinatiilor situsurilor Ddel, Msel si Hhal s-a
dovedit a fi cea mai rationald pentru diagnosticul indirect al hemofiliei B in Republica Moldova.
In cazurile, cind aceste situsuri sunt neinformative, investigatiile pot fi completate prin
includerea in studiu a situsurilor Taql si Mnll.

Tabelul 4.3. Asocierile alelice ale situsurilor polimorfe din structura genei F9.

2

Asociere Numadr de X D r P
cromozomi

Ddel/Msel 33 1.79 0.051 0.230 >0.1
Ddel/Hhal 46 0.56 0.025 0.108 >0.1
Ddel/Mnll 25 2.03 0.064 0.285 >0.1
Ddel/Taql 39 2.67 0.055 0.261 >(). 1
Msel/Hhal 47 0.74 0.028 0.126 >(). 1
Msel/Mnll 24 4,42 0,094 0,429 <0.1
Msel/Taql 35 3,95 0,069 0,336 <0.1
Hhal/Mnll 42 0,235 0,017 0,127 >(). 1
Hhal/Taql 49 0,907 0,029 0,136 >0.1
Mnll/Taql 29 11,42 0,132 0,627 <0.01
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4.3 Aplicarea practica a analizei ADN la familiile cu hemofilie B

Genotiparea realizatd pentru familiile afectate de hemofilie B a permis identificarea
mutatiilor in toate cele 5 cazuri cercetate. Familiile mentionate au mai fost supuse analizei
regiunilor intragenice polimorfe, care a relevat cel putin un marker genetic informativ pentru
fiecare familie in parte [29, 30]. Diagnosticul prenatal al hemofiliei B a fost efectuat de 2 ori. S-a
stabilit ca fatul de sex feminin nu poseda statutul de purtator al hemofiliei B, pe cind fatul
masculin s-a dovedit a fi afectat.

Ca rezultat al analizei datelor privind genotiparea mutatiilor si cercetarea situsurilor
polimorfe, s-a elaborat algoritmul de investigare a familiilor afectate de hemofilie B (Fig. 4.1),
care permite depistarea a pina la 100% mutatii in gena ce codifica factorul IX la bolnavii cu

diagnosticul de hemofilie B.

Hemofilia B
v
Identificarea .| Cercetarea situsurilor polimorfe ale
mutatiilor genel F'9 cu nivel informational Tnalt:
Ddel, Msel si Hhal
v . .
S-a identificat mutatia in S-au depistat Nu s-au depistat
gena F9 markerii informativi markerii informativi
v / ¢
Identificarea statutului de purtator si Investigarea in alte
posibilitatea diagnosticului prenal centre genetice

Fig.4.1. Algoritmul investigatiilor molecular-genetice ale familiilor cu hemofilia B.

CONCLUZII GENERALE
1. Cercetarile efectuate au condus la depistarea si caracterizarea a 15 mutatii noi ale genei F§ §1 2
ale genei F'9. Conform prelucrarii bioinformatice si a datelor contemporane privind interactiunile
structural-functionale ale factorului VIII, s-a prezentat interpretarea efectelor patologice a 7
mutatii missense noi ale genei F§. Ca rezultat al analizei noilor mutatii s-au obtinut informatii
suplimentare reeritor la bazele moleculare ale hemofiliei A si B.
2. S-a identificat un grup, constituit din 22 de pacienti (17 pacienti cu inversii, 2 — cu deletii

majore $1 3 — cu mutatii nonsense), care prezinta riscul sporit de dezvoltare a inhibitorilor
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aloimuni la factorul VIII ca rezultat al administrarii concentratelor factorului mentionat pentru
tratamentul hemofiliei A.
3. S-a efectuat analiza moleculara a 4 loci polimorfi ai genei F8, cu scopul determinarii
rationalitdtii utilizarii acestora in diagnosticul hemofiliei A. S-au identificat 3 situsuri polimorfe
cu nivel informational nalt: HindIIl/intron 19, Alul/intron 1 si repetitii (CA), in intronul 13,
pentru care gradul sumar al heterozigotiei constituie aproximativ 76% .
4. In cadrul analizei moleculare a 5 situsuri polimorfe ale genei 9, au fost selectate 3 situsuri cu
nivel informational inalt: Ddel, Msel si Hhal, utilizarea carora permite diagnosticul maladiei si
identificarea femeilor purtdtoare ale hemofiliei B in 82,3% cazuri. Lipsa asocierilor preferentiale
a fost stabilita pentru majoritatea combinatiilor posibile ale alelelor polimorfe.
5. S-au elaborat algoritmii de diagnostic care permit identificarea a circa 85% mutatii in gena F'§
si pind la 100% mutatii in gena F'9 la bolnavii afectati de hemofilia A sau B, respectiv. Utilizarea
combinatd a analizei directe §i indirecte a genelor mentionate permite determinarea statutului de
purtator si efectuarea diagnosticului prenatal la peste 91% familii.

RECOMANDARI PRACTICE
1. La identificarea pacientilor cu hemofilie, se recomanda efectuarea diagnosticului genetic.
Femeile de risc inalt trebuie sd fie investigate in scopul depistdrii mutatiei sau a markerului
genetic informativ pentru utilizarea ulterioara a rezultatelor in cadrul diagnosticului prenatal
limitat in timp.
2. Bolnavii de hemofilie A cu inversiile, deletiile majore si mutatiile nonsense in exonii 14-26, la
primele simptome de reducere a eficientei tratamentului cu concentratele de factor VIII, se
recomanda a fi investigati intru depistarea inhibitorilor factorului VIII.
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ADNOTARE

Sirocova Natalia, «Studierea polimorfismului genelor F8 si F9 la pacientii cu
hemofilie A si B in Republica Moldova». Tezi de doctor in biologie, Chisindu 2010. Teza
consta din: Introducere, patru capitole, concluzii si recomandari, bibliografie din 159 titluri, 5
anexe, 96 pagini de text de baza, 12 tabele si 29 figuri. Rezultatele obtinute sunt publicate in 11
lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: hemofilie, genele F§8 s1 F9, factorii VIII si IX, genotip, mutatie,
polimorfism, diagnostic molecular.

Domeniul de studiu: 03.00.15 — genetica

Scopul lucrarii: efectuarea analizei molecular-genetice a genelor F§ si F'9 in familiile cu
hemofilie A si B.

Obiectivele: crearea bancii de ADN al familiilor cu hemofilie A si B, analiza succesiunii
codificatoare si a regiunilor conexiunii exon-intronice ale genelor F§ si F9 la pacientii cu
hemofilie A si B, analiza polimorfismelor genelor studiate si estimarea nivelului asocierilor
alelice ale regiunilor intragenice polimorfe, elaborarea algoritmului de diagnostic molecular
pentru profilaxia hemofiliei A si B in Republica Moldova.

Noutatea stiintifica. Pentru prima data la pacientii cu hemofilie A si B din Republica
Moldova s-au obtinut date despre spectrul si frecventa mutatiilor in genele F8 si F9, s-au
identificat 17 mutatii noi, nedescrise pind la moment. S-au obtinut date privind repartizarea
alelelor situsurilor polimorfe ale genelor F8 si F9 la lotul martor si s-a determinat nivelul
asocierilor alelice ale regiunilor intragenice.

Semnificatia teoretica. Rezultatele obtinute completeaza cunostintele existente despre
bazele moleculare ale hemofiliei si despre consecintele functionale ale mutatiilor in genele ce
codificd factorii de coagulare.

Valoarea aplicativa. A fost creatd banca de ADN al pacientilor si membrilor familiilor
cu hemofilie A si B (198 mostre). Au fost identificate mutatiile genelor F8 si F9 in Republica
Moldova. S-au elaborat algoritmii de diagnostic care permit identificarea pina la 85,7% mutatii
in gena F8 sipind la 100 % 1n gena F'9 la bolnavii afectati cu hemofilie A sau B. Datele obtinute
sunt utilizate pentru determinarea pacientilor cu hemofilie A cu risc inalt de aparitie a
inhibitorilor aloimuni, purtatoarelor de boala si in diagnosticul prenatal.

Rezultatele obtinute sunt implementate in practica consultului genetic privind

hemofilia din cadrul Centrului National de Sanatate a Reproducerii si Geneticd Medicala.
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AHHOTAIUA

IIupoxosa Haramms, «UcciaenoBanue noaumopdgusma renos F8 u F'9 y nanueHros ¢
remopuineii A u B B Pecnnydiiuke MosgoBay». Jluccepranysi Ha COUCKaHUE CTENIEHU JOKTOpa
ouonornueckux Hayk, Kummunes, 2010. lucceprauus coaepxut: Benenue, 4 riaBbl, BBIBOJbI U
MpaKTUYECKHe peKoMeHaannu, ondauorpaduro u3 159 ucTouHUKOB, 5 MpUIOKeHHH, 96 CTpaHHUIl
OCHOBHOTO TeKcTa, 12 tabmuu, 29 pucyHkos. IlomydeHHsle pe3ynabTaTbl omyOinkoBaHbl B 11
Hay4yHBIX paboTax.

KuioueBnblie cinoBa: remodumnus, redsl FS u F9, dakroper VIII u [X, renotun, myranuw,
MOJIMMOP(HBIE JIOKYCHI, MOJIEKYJISIpHAas IMarHOCTUKA.

O0uacTb ucciaenosanmii: 03.00.15 — reneruka

Heap padoThI: NMPOBEAECHUE MOJIEKYJSIPHO-TE€HETHYECKOrO0 aHajiu3a reHoB F8 u F9 B
cembsix ¢ remodunueii A u B.

3agaum: coznanue 6anka JJHK cemeit c remodunueit A u B, uccnenopanue xoaupyromei
obnactu u obsacTell SK30H-UHTPOHHBIX coearHeHui reHos (axkropos VI u X y manuenTos ¢
remounueit A u B, u3yueHue noaumMophu3MOB JAaHHBIX T'€HOB M OINpEIENICHUE ajuIeIbHOU
accoIMani MEXIy mnoJuMopdusmMamu, paszpadboTrka 3(PGEKTUBHOW CXEMBbI MOJCKYISIPHOU
JIUarHOCTUKY AJ1s mpoduinakTuku remopumnu A u B B Pecniy6nuke Monnosa.

Hayunas HoBu3Ha. BriepBbie /i namueHTtoB ¢ remoduiueii A u B B PecnyOnuke
MonnoBa moixy4eHsl JaHHBIE O CIIEKTPE W 4acToTe MyTalui B reHax F§ u F9, oOnapyxeno 17
paHee He onMCcaHHbIX MyTauuid. [loydeHbl JaHHbBIE IO pacIpeieeHUIO ajljiesiel MOIUMOPPHBIX
JIOKYCOB M OIIpe/ielieHa CTeNeHb ajUIeNIbHBIX accoLUualuil MeXIy nojumMopdu3MamMu BHYTPU
T'€HOB.

Teopernueckas 3HAUMMOCTb. [lonydeHHbIE pe3yabTaTHl PACIIUPSIOT MPEACTABICHUS O
MOJIEKYJISIPHOM TpHpoae reMopmind U (YHKIMOHAJIBHBIX IOCIEACTBUSIX MYTallMi B reHax
(haKTOpOB CBEPTHIBAHUS.

IIpakTnueckas 3Hauumoctb. Coznan Oank JIHK OonbHBIX M 4jI€HOB ceMmeil cC
remounueit A u B (198 o6pa3uoB). Beisnenst myranuu resos F8 u F9 B PM. Pa3paborana
JTUArHOCTHYECKAsl CXeMa, MO3BOJIIOMmAast HACHTUGUIIUPOBATE 10 85,7% myTanuii B reHe F§ u 1o
100 % B rene F9 y 6onpHBIX ¢ nuarHo3oM remodwius A win B. IlonyueHHble naHHbIE
MIPUMEHEHBI JJIs1 BBISIBICHUS OOJIBHBIX TPYIIIbI PUCKA Pa3BUTHUS aJZIOMMMYTHHBIX HHTHOUTOPOB
pu reMoQuiInu A, onpeieleHusi HOCUTENIbHULL 3a001€BaHUS U IPEHATAIbHOM TUAarHOCUKH.

IlosryueHHble Hay4Hble pe3yJbTaThbl BHeIPEeHbI B IPAKTUKYy TI'E€HETUYECKOIrO
KOHCYJIbTUpOoBaHUd Temopmiuu B HaumonansHom Llentpe PenpoaykrtuBHOro 310poBbsi U

Menumnnackoii [ eHeTnku.
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SUMMARY

Sirocova Natalia, «Study of the F8 and F9 genes in patients with hemophilia A and B
in the Republic of Moldova». A thesis of Doctor in Biology, Chisinau, 2010. The thesis
consists of introduction, 4 chapters, conclusions and recommendations, 159 bibliographic
sources, 5 annexes, 96 pages, 12 tables and 29 pictures. The obtained results have been published
in 11 scientific papers.

Key words: hemophilia, F'§ and F9 genes, coagulation factors VIII and IX, genotype,
mutations, polymorphic loci, molecular diagnosis.

Research field: 03.00.15 — Genetics

Research goal: molecular analysis of the /8§ and F9 genes in families with hemophilia A
and B.

Aims: to create a DNA bank of families with hemophilia A and B, to analyze coding
regions and exon-intron junctions of the F§ and F9 genes in patients with hemophilia A and B,
to study polymorphic loci of the genes and to identify allelic associations between loci within
genes, to develop molecular diagnostics laboratory system for prophylaxis of hemophilia A and
B in Moldova.

Scientific innovation. For the first time in Moldovan patients with hemophilia A and B the
spectrum of mutations in the F'§ and F9 genes and their frequency were determined, 17 novel
mutations were identified. Data regarding allele desstributtion and linkage disequilibrium of
polymorphic loci within these genes was obtained.

Theoretical significance. New data that enlage molecular insights of hemophilia was
gained. Novel missense mutations were characterized based on current knowledge of factor VIII
crystal structure.

Practical importance. There was created a DNA bank of patients with hemophilia and
their family members (198 samples). Mutations in the F§ and F9 genes were identified. The
elaborated molecular diagnostics system permits to detect up to 85,7% mutations in the F§ gene
and 100% — in F9 gene. The obtained results allow the identification of at-risk alloimmune
inhibitor patients with hemophilia A, female carries and were used in prenatal diagnosis.

The obtained results are implemented for hemophilia genetic counseling at the

National Center of Reproductive Health and Medical Genetics.
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