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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta problemei abordate

Conform datelor Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS), numarul total de pacienti
cu patologie ereditard constituie 2,5-4% din populatia totala. in aproximativ jumatate din
cazuri, mortalitatea infantila precoce si dizabilitatea se intdmpla datorita diferitor cauze
genetice. Subgrupa bolilor ereditare ale sistemului nervos (BESN) include peste 2.400
maladii diferite, cu frecventa 1:2000 [1]. Bolile neuromusculare ereditare (BNME) sunt
boli degenerative-ereditare progresive genetice ale sistemului nervos, care se bazeaza pe o
leziune a unei anumite structuri a unitatii motorii determinatd genetic. BESN sunt
caracterizate prin polimorfism clinic, ceea ce duce la dificultati in diagnosticare. Cel mai
des, aceste boli afecteaza tinerii si, in cele mai multe cazuri, se caracterizeaza printr-o
dinamica constant regresiva si un handicap sever, ceea ce determind exclusiv importanta
medicald si social-economica a acestei probleme. Cea mai eficientd metoda de tratare a
acestor boli este consilierea geneticd medicala si prevenirea cazurilor repetate de boala n
familiile cu risc genetic inalt (Raportul unui grup stiintific al OMS, 1997). Trebuie de
mentionat faptul ca, in prezent, consilierea medico-genetica pentru patologia ereditard se
bazeazd in mare masura pe utilizarea tehnologiilor molecular-genetice. Astfel, prin
metodele moderne de analiza a ADN-ului devine posibila stabilirea structurii genetice
exactd a bolilor ereditare in populatiile studiate, ceea ce are o importanta deosebitd pentru
organizarea asistentei medicale si planificarea volumului de asistentd medico-genetica
pentru populatia din anumite regiuni ale Republicii Moldova.

Lucrarea abordeaza o tema din domeniul modern al stiintei, la intersectia a doua
discipline — medicina (neurologia si genetica medicald) si biologie (genetica umana si
biologia moleculard). Studierea caracteristicilor genetico-epidemiologice si mole-
cular-genetice ale bolilor neuromusculare frecvent intalnite la populatia Republicii
Moldova este primul studiu de acest gen. Pe parcursul lucrarii au fost dezvoltate
principii generale de consiliere medico-genetica in familiile cu risc genetic Sporit,
folosind metodele moderne de analiza a ADN-ului. De asemenea, a fost evidentiat
rolul genelor modificatoare asupra progresiei procesului miopatic, avand la baza
exemplul pacientilor cu DMD/B, ne ofera posibilitatea de corectie simptomatica, pe
cale medicamentoasd, a starii pacientilor cu aceastd maladie.

Descrierea situatiei in domeniul de investigare si identificarea problemelor
de cercetare

Una dintre sarcinile principale ale geneticii medicale moderne este elaborarea
metodei de profilaxie, care reduce morbiditatea, invaliditatea si mortalitatea, pe baza
cercetdrilor genetice si epidemiologice. Printre modalitatile de control al morbiditatii si
de profilaxie a maladiilor conditionate genetic este crearea si utilizarea registrului acestor
boli, care permite actualizarea si reinnoirea continua a datelor obtinute recent atat din
studierea familiilor cu risc sporit de patologie genetica, cat si din cele noi. Multe tari
econom avansate au registre nationale a bolilor Tnnascute si ereditare, inclusiv pentru
patologiile neuromusculare (RARECARE, EUROCAT s.a.). Baza de date UMD-DMD
este un exemplu elocvent de registru national in cazul bolnavilor DMD/B din Franta [2].

Un progres in diagnosticarca maladiilor ereditare monogenice s-a produs
datorita introducerii in medicind a metodelor molecular-genetice, bazate pe strategia
identificarii locilor genetice [3].



Colaboratorii din reteaua globald de cercetare a patologiilor neuromusculare
TREAT-NMD, unde participa si Republica Moldova, au elaborat standarde pentru
diagnosticarea genetica, depistarea biomarkerilor si pentu ingrijirea pacientilor cu
BESN. Astfel, in cadrul Proiectului ,,Human Variom Project” a fost discutata importanta
utilizarii bazelor de date genetice pentru cercetari stiintifice si aplicarea lor in practica.

Dupa circa 25 de ani, in Republica Moldova au fost create registrul si biobanca
familiilor cu patologii neuromusculare frecvent intalnite (DMD/B, SMA, NSME 1A),
ce permite realizarea monitoringului familiilor cu risc sporit de patologie ereditara
neuromusculara si identificarea necesitatii de efectuare a diagnosticului prenatal [4].
Efectuarea analizei molecular-genetice permite evidentierea caracteristicilor patolo-
giilor neuromusculare ereditare, elaborarea unui algoritm de diagnostic molecular-
genetic la pacientii din Republica Moldova si desfasurarea analizei comparative cu
alte tar1 privind prevalenta bolii si frecventa mutatiilor.

Observarea si monitorizarea pe termen lung a pacientilor cu DMD/B ne-a permis sa for-
muldm ipoteza stiinfifica: prezenta unor mutatii compuse specifice in genele modificatoare
(ciclului folat, metioninic si functiei endoteliale) afecteaza rata progresiei procesului miopatic.

Scopul studiului a constat in analiza particularitatilor genetice ale maladiilor
neuromusculare frecvent intalnite in Republica Moldova si elaborarea unei strategii de
diagnostic molecular-genetic individualizat pentru monitorizarea pacientilor cu DMD/B.

Obiectivele studiului:

1. Stabilirea spectrului si frecventelor relative ale celor mai raspandite forme de boli
neuromusculare intr-un esantion de pacienti din Republica Moldova.

2. Identificarea particularitatilor genetice ale ,,nucleului” bolilor neuromusculare (miodis-
trofia Duchenne/Becker — DMD/B, amiotrofia spinala — SMA, neuropatia motosenzo-
riald ereditara tip 1A — NSME 1A) si elaborarea unor algoritme de diagnostic molecular.

3. Elucidarea particularitatilor populational-genetice ale distributiei frecventelor
alelelor polimorfe ale genelor MTHFR (C677T, A1298C), MTR (A2756G), MTRR
(A66G), eNOS (4a/4b) in grupul de cercetare si in cel de control.

4. Stabilirea contributiei variantelor polimorfe ale genelor cercetate in determinarea
riscului genetic de evolutie rapida a procesului miopatic la pacientii cu DMD/B.

5. Determinarea tipului si fortei de interactiune intergenice a polimorfismelor genelor
studiate la pacientii cu ratele diferite de progresie a DMD/B.

6. Elaborarea strategiei de diagnostic molecular, luand in considerare caracteristicile
individuale ale pacientilor cu DMD/B pentru predictia evolutiei si personalizarea
tratamentului.

Metodologia cercetarii stiintifice

Cercetarile au fost efectuate in cadrul IMSP Institutului Mamei si Copilului
(IMC), Laboratorului de Genetica Moleculara Umana (LGMU), Centrul de Sanatate a
Reproducerii si Genetica Medicala (CSRGM).

Pentru solutionarea sarcinilor propuse au fost utilizate urmatoarele metode: clinico-
genealogice, biochimice, electrofiziologice, analiza spectrului nosologic (prevalenta/ frec-
ventele relative ale bolilor sunt prezentate in conformitate cu standardele internationale la
100.000 de populatie [www.orpha.net] si molecular-genetice (metodele de bazd in
identificarea mutatiilor: reactia de polimerizare in lant (PCR), PCR multiplex (MPCR) si
polimorfismul lungimii fragmentelor de restrictie (RFLP), MLPA au fost efectuate in
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LGMU ale IMSP IMC in Republica Moldova), NGS a fost efectuat in cadrul laboratoarelor
Centogen (Germania), Genomed (Rusia), Centrul de Diagnosticare Moleculara (Rusia).

A fost efectuat un studiu retrospectiv epidemiologic de cohorta si de tipul caz-
control [5]. Pentru prelucrarea statistica a datelor au fost folosite programele Microsoft
Excel 2010 si MDR (3.02) [6,7] si resurse web: www.gen-exp.ru, Www.r-project.org.

Design-ul studiului stiintific este prezentat in Figura 1.

Noutatea si originalitatea stiintifica

Pentru prima datd in Republica Moldova a fost realizata cercetarea clinico-
epiemiologica si a fost stabilit spectrul, raspandirea si frecventa BNME la nivel de
populatie. A fost folosit conceptul de ,,nucleu” al patologiei neuromusculare, in calitate
de caracteristica medical-genetica importanta pentru analiza comparativa a populatiilor.
A fost identificatd o asociere medie semnificativa intre numarul de cazuri de DMD/B,
SMA si NMSN de tip 1A cu marimea si compozitia nationala a populatiei din raioane.

Au fost obtinute date noi despre particularitatile molecular-genetice ale DMD/B,
SMA si NSME 1A, pe un esantion de pacienti din Republica Moldova. Baza de date
a mutatiilor DMD-LOVD versiunea v3.0 [www.dmd.nl] a fost completatd cu variante
de mutatii detectate la pacientii din Moldova.

1. Studiul retrospectiv de cohort a maladiilor

ereditare ale sistemului nervos in RM
(n=1587)

\ 4

I1. Analiza distributiei in raioanele RM
»Nucleul” maladiilor neuromusculare (n=631)

I1I. Cercetari molecular-genetice a maladiilor
neuromusculare frecvent intalnite

Bolnavi
NSME 1A
(n=106)

Bolnavi
SMA
(n=142)

Bolnavi
DMD/B
(n=213)

Identificarea particularititile molecular-genetice si elaborarea
algoritmelor de diagnostic

IV. Studiul caz—control (n=330)
Studierea influentei modificatoare a unor
gene asupra dezvoltirii procesului
miopatic la pacienti cu DMD/B

Grupul de bolnavi Grupul de control
DMD/B (n=165) (n=165)
V. Analiza si modelarea statistica Prognozarea evalutiei procesului
a datelor miopatic

Fig. 1. Design-ul studiului stiintific.


http://www.r-project.org/

Prin metoda regresiei logice multinominale, a fost apreciata contributia
polimorfismelor genelor-modificatoare studiate si au fost depistate tendintele specifice
care au un impact major asupra timpului de progresare a procesului miopatic.
A fost elaborata strategia pentru diagnosticarea moleculara, bazata pe
caracteristicile individuale ale pacientilor.
Problema stiintifica importanta solutionata
A fost argumentat sistemul de prognozare a gravitatii decurgerii bolii la copiii cu
DMD/B/B, bazat pe analiza impactului deletiilor din gena DMD, a variantelor
polimorfe a genelor ciclului folat-metioninic (CFM) si a sintazei oxidului nitric in
dezvoltarea bolii. Au fost stabilite tipurile si puterea de interactiune a patternului
genelor polimorfe ale ciclurilor folat (MTHFR) si metioninic (MTR, MTRR) si a genei
eNOS in DMD/B, precum si rolul lor in formarea componentelor genetice
(modificatoare), concomitent cu mutatiile din gena distrofinei in progresarea
procesului patologic, acestea fiind un criteriu de gravitatea procesului miopatic.
Importanta teoretica a cercetarii este determinarea rolului genelor modificatoare
(in cazul DMD/B), care permite completarea sirurilor noi de legaturi patogenetice
existente in procesul patologic; introducerea in circuitul stiintific a datelor privind
spectrul BENM, particularitatilor molecular-genetice a patologiilor neuromusculare
frecvent intalnite, frecventelor alelelor polimorfice a genelor MTHFR, MTRR, MTR,
eNOS in grupul control si la bolnavii cu DMD/B din Republica Moldova.
Valoarea aplicativa a lucrarii. Datele obtinute privind impactul maladiilor
neuromusculare ereditare si structura lor sunt utile pentru perfectionarea sistemului de
asistentd medicala, sociala si de reabilitare a bolnavilor cu maladii ereditare ale sistemului
nervos si a familiilor lor. Registrul patologiilor neuromusculare frecvent intalnite, creat in
cadrul studiului, contine date necesare pentru eficientizarea consultului medico-genetic.
A fost elaborat un algoritm de cercetare clinico-genetica complexa, care include
0 serie de tehnici clinice, biochimice, electrofiziologice si molecular-genetice, pentru
eficientizarea diagnosticului clinic si riscului sporit al bolilor din ,,nucleul” maladiilor
neuro-musculare in familii.
A fost propusa o strategie molecular-genetica de diagnostic la pacientii cu
DMDI/B, care este directionata spre identificarea particularitatilor individuale ale
bolnavilor. Aplicarea datelor si cunostintelor privind starea ciclurilor metabolice, cu
corectia ulterioara individualizata, conform principiilor ,,medicinei 4P”.
Aceasta cercetare a permis largirea cooperarii cu diferite institutii de peste hotare si
afilierea la societdti stiintifice (InNerMeD, TREAT-NMD). Rezultatele obtinute se
folosesc in procesul de predare al cursului de Genetica Umana studentilor, masteranzilor
si elevilor liceeni, 1n acelasi timp, fiind diseminate prin intermediul mass-media —
televiziune si presa specializatd in scopul popularizarii cunostintelor stiintifice.
Principale rezultate stiintifice inaintate spre sustinere
1. Pe parcursul cercetarilor si observarilor de lunga durata (1991-2018), s-a constatat ca
,hucleul” patologiei neuromusculare in esantionul studiat de pacienti (n=1587) este
reprezentat de: neuropatia motosenzoriala ereditara (17,39%), distrofia musculard
Duchenne/Becker (15%) si amiotrofia spinala (12,98%).

2. Prevalenta bolilor neuromusculare in Republica Moldova, determinate in acest studiu
este de 23,5 la 100.000 de locuitori. Dintre acestea, ponderea DMD/B este de 9,13
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cazuri la 100.000 de locuitori; amiotrofie spinala (SMA) - 8,43 la 100.000 si
neuropatii senzorial motorice ereditare (NSME) — 7,2 la 100.000. A fost identificata o
asociere medie semnificativa (p=0,48) intre numarul de cazuri de DMD/B, SMA si
NMSN de tip 1A cu marimea si compozitia nationald a populatiei din raioane.

3. In grupul de control a fost determinat nivelul de heterozigozitate reald in locusurile
MTHFR C677T, MTHFR A1298C,MTRR A66G, MTR A2756G si eNOS 4a/4b.
Analiza comparativd a frecventelor alelelor polimorfice in grupul de control cu
populatiile studiate anterior din alte tari a evidentiat o crestere semnificativd a
frecventei heterozigotilor genei MTRR pentru locusul A66G (63,03%).

4. A fost stabilita asocierea statistic semnificativa a genotipurilor in variantele polimorfe
ale genelor CFM si eNOS si riscul de agravare a procesului miopatic in cazul alelelor
homozigote G66G ale genei MTRR (OR=7,20, 95%CI:1,84-61,81, p=0,039),
heterozigozitatii dupa polimorfismul A2756G a genei MTR (OR=0,63, 95%CI:0,4-
0,99, p=0,045) si polimorfismul A1298C a genei MTHFR (OR=1,7, 95%Cl:1,06-2,72,
p=0,03) si a prezentei alelei 4b a genei eNOS (OR=1,58, 95%Cl:1,05-2,37, p=0,027).

5. A fost identificatd sinergia pronuntatd a interactiunii dintre genele MTHFR, MTR si
eNOS, care determind contributia acestor gene la progresia procesului miopatic si a

.....

6. Variantele polimorfe ale genelor MTHFR C677T, MTHFR A1298C,MTRR A66G,
MTR A2756G si eNOS 4a/4b sunt predictori importanti pentru Severitatea procesului
miopatic si actioneaza ca modificatori a1 manifestdrilor clinice si a evolutiei maladiei.

7. Strategia de diagnostic molecular elaborata in lucrare permite o evaluare individuala a
riscurilor de dezvoltare rapida a DMD.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele cercetarii sunt puse 1n aplicare
in activitatea practica a sectiilor de neurologie si in LGMU ale IMSP Institutul Mamei si
Copilului, dar si in cabinetele de consultantd genetica ale CSRGM in forma de
protocoale clinice si de laborator (20 de acte de implementare in LGMU).

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele cercetarii au fost prezentate la
conferinte ESHG 1in anii 2004-2010, 2013-2016 si ASHG in 2005, la Congresele EFNS
— 2001-2010, 2014, si la Conferinta Clinica a Asociatiei Americane pentru Miodistrofii
in 2012. Informatii privind rezultatele cercetarii au fost prezentate sub forma de raport in
strainatate: la sesiunile plenare a sedintei liderilor EUROCAT (Finlanda, 2008); la EPNS
(Romania, 2014); la SEIMNM (Croatia, 2015), 1la Congresul al XVIlI-lea al SNPCA (
Romania, 2017), la V-lea CGM (Romania, 2018), cat si in R. Moldova: Conferinta
Geneticienilor si Amelioratorilor (Chisindu, 2010); Conferintele ,,Rare Disease in
Moldovan Children Toward EU Standards of Care” (Chisinau, 2015-2019) si ,,Life
sciences in the dialogue of generations: connections between universities, academia
and business community” (Chisindu, 2016).

Publicatii la tema tezei. Rezultatele cercetarii au fost expuse in 76 de lucrari
stiintifice, 2 monografii, 2 ghiduri practice, 2 lucrari stiintifico-metodice si didactice, 2
articole in reviste stiintifice internationale, 4 — In reviste recunoscute in strainatate, 34 —
in reviste nationale (9 — monoautor), materiale prezentate la forurile stiintifice
internationale (teze) — 32.

Volumul si structura tezei. Teza include introducere, 5 capitole, in care este
prezentatd sinteza rezultatelor obtinute, concluzii generale, recomandari practice,
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bibliografia — 306 surse. Lucrarea este expusa pe 188 pagini text de baza, contine 40
figuri, 24 tabele, 4 algoritme, 16 anexe.

Cuvinte-cheie: genetica moleculara, genetica medicala, distrofia muscularda Du-
chenne, amiotrofia spinald, polimorfism genetic, retele genetice, modelare matematica.

CONTINUTUL TEZEI
1. GENETICA MALADIILOR NEUROMUSCULARE. GENE-CANDIDATE
CU ROLUL MODIFICATOR AL PROCESULUI MIOPATIC

In literatura de specialitate se analizeaza starea actuald a BESN in lume, fiind
prezentata o listd actualizata a bolilor neuromusculare ereditare si a genelor implicate
in procesul patologic. Sunt abordate etapele principale ale dezvoltarii neurogeneticii
in Republica Moldova. Au fost descrise idei moderne despre caracteristicile clinice si
genetice ale patologiilor neuromusculare frecvente (DMD/B, SMA, NSME tip 1A).
progresiei distrofiei musculare Duchenne (DMD) folosind metoda de exon-skipping
si supresia stop-codonului mutant [8], inlocuirea distrofinei cu utrofina [9]. Sunt
prezentate preparate medicamentoase pentru tratamentul atrofiei musculare spinale
(SMA) [10]. S-au analizat tendinte promitatoare precum utilizarea ,,moleculelor
mici”, care corecteaza splicingul pre-ARNmM a genei SMN2 [11]. Au fost caracterizate
variantele polimorfe ale genelor, care codifica componentele sistemului metabolic al
metioninei [12], homocisteinei [13] si oxidului de azot [14].

Motivatia studiului nostru este de a identifica caracteristicile genetice unice ale
genelor metabolismului sintezei metioninei/homocisteinei si a oxidului de azot la
pacientii diagnosticati cu DMD/B pentru a prezice severitatea procesului patologic si
argumentarea corectiei medicale individuale.

2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Studiul dat a fost realizat in Republica Moldova, acoperind populatia care traieste
in toate cele 39 de raioane ale tarii pe parcursul a 27 de ani (1991 — 2018).

Subiectii principali ai cercetarii au fost copiii/adultii cu boli neuromusculare ereditare.

Formarea grupurilor de copii bolnavi si de copii sandtosi inclusi in studiu s-a efectuat
printr-o metoda continuda. Examenului clinic complex au fost supusi 274 de bolnavi cu
miodistrofie Duchenne/Becker (DMD/B), 252 bolnavi cu amiotrofie spinald si 276 cu
neuropatie senzorial-motorie, tip IA (NSME, 1A), care au fost selectati din cei 1587 de
pacienti cu patologii ereditare ale sistemului nervos, internati in departamentul de
neurologie al IMSP IMC si care au beneficiat de consiliere genetica in cadrul CSRGM.
Pacientii au fost inclusi in grupul de cercetare cu DMD/B, SMA, NSME 1A dupa
stabilirea diagnosticului in conformitate cu criteriile de diagnostic [15, 16, 17].

Registrul national al patologiilor neuromusculare ereditare frecvent intalnite si
banca de ADN al familiilor cu risc inalt au fost organizate in cadrul LGMU, IMSP
IMC, fiind un element functional de importanta nationala.

In calitate de material pentru screening-ul molecular-genetic, s-au utilizat
preparate ADN genomic din biobanca LGMU. Pentru a evalua rolul variantelor
polimorfe MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTRR A66G, MTR A2756G si eNOS



4a/4b in procesul miopatic, a fost efectuat un studiu de caz-control. Grupul de control a

Metode molecular-genetice de cercetare. Pentru determinarea particularitatilor
molecular-genetice in genele DMD, SMN1, PMP22 si genotiparea variantelor polimorfe
ale genelor candidate s-au utilizat preparate ADN obtinute din 2,5 ml de sange venos
colectate intr-o eprubetd cu citrat sau K3 EDTA. Studiile genetice moleculare au fost
efectuate in cadrul LGMU. Extragerea ADN-ului din sangele periferic a fost efectuata prin
metoda standard in doua etape de extractie cu fenol-cloroform, metoda SALT-OUT si/sau
utilizarea kitului Qiagen Genta Puregene conform instructiunilor producatorului.

Determinarea deletiilor in gena DMD a fost efectuatd prin metoda multiplex
PCR cu electroforeza ulterioarda a produselor amplificarii (32 exoni) [4, 18].
Determinarea deletiilor exonilor 7/8 in gena SMN1 a fost efectuata prin analiza PCR-
RFLP [3]. In grupul de bolnavi cu NSME 1A, a fost efectuati depistarea mutatiilor in
3 locusuri si a inclus analiza numarului de copii a markerilor polimorfi din domeniul
duplicatiilor in gena PMP22 [19]. Determinarea variantelor polimorfe ale genelor
candidate (MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTRR A66G, MTR A2756G) a fost
efectuatd prin metoda PCR-RFLP [20] si eNOS 4a/4b prin metoda PCR [21].

Analiza statistica a materialului acumulat a fost efectuat aplicandu-se programul
Excel al pachetului Microsoft Office 2017, programele de prelucrare statistica a
datelor cu metode standard pentru cercetarea biomedicala MDR 3.02, utilizand
resursele www.gen-exp.ru si WWw.r-project.org.

3. ASPECTE CLINICO-EPIDEMIOLOGICE SI MOLECULAR-GENETICE
ALE CERCETARII MALADIILOR EREDITARE NEUROMUSCULARE

3.1. Spectrul nosologic al bolilor ereditare ale sistemului nervos

in cele 39 de raioane ale Republicii Moldova, incluse in studiul epidemiologic,
bolile ereditare ale sistemului nervos sunt reprezentate de o gama larga de patologii,
care includ 18 forme nosologice. Majoritatea maladiilor studiate se caracterizeaza
printr-un polimorfism clinic pronuntat, care reflecta atat heterogenitatea genetica
(neuropatii motosensorii ereditare, distrofii musculare progresive, paraplegie spastica
si spinocerebelard), cat si variabilitatea manifestarilor clinice intr-o forma unificata
genetic (degenerarea hepatolenticulara, fenilcetonuria, distrofia miotonica) [4].

Partea de baza a spectrului nosologic BESN in Republicii Moldova este
reprezentata de cinci grupuri de boli: doud sunt boli cu tipul mostenirii autozomal-
dominant (AD) — neuropatia senzorial-motorie ereditara (NSME), ataxia spinocere-
belara (SCA), doua sunt boli mostenite autozomal-recesiv (AR) — amiotrofia spinala
de tipurile I-III si miopatiile progresive ale centurilor si un grup de boli are
mostenirea recesiva X-linkatad — Distrofia Musculara Progresiva, forma Duchenne-
Becker. Ponderea acestor boli constituie 67% din totalul BESN [4].

Trei patologii: neuropatia senzorial-motorie ereditara (NSME) (n=276 —
17,39%), miodistrofia Duchenne/Becker (n=274 — 15%) si amiotrofia spinala (n=252
— 12,98%) reprezinta cele mai frecvente boli neuromusculare si sunt incluse in
structura ,,nucleului” bolilor neuromusculare ereditare din R. Moldova.

Este important de mentionat ca au mai fost identificate si alte sase forme rare:


http://www.r-project.org/

mioplegii paroxistice, miotonia Thomsen, miotonia Becker, NSME AR, NSME X-
linkate si amiotrofia spinal-bulbarda Kennedy [4]. Ponderea formelor rare a
reprezentat 12,5% din esantionul analizat.

In ultimul deceniu, numarul de miopatii mitocondriale si metabolice diagnosticate
clinic a crescut, ceea ce creeazi noi oportunititi pentru continuarea cercetirii. In prezent,
in laborator sunt in proces de elaborare metodele de analiza si diagnosticare molecular-
genetica pentru Distrofie Musculara Progresiva, AR; maladiile metabolice cu dereglarea
sistemului nervos (acidurie metilmalonica); bolile mitocondriale (s. MELAS, s. Leigh).
Totodata este necesara crearea unui registru de Boli Rare cu posibiltatea introducerii
metodelor noi de diagnostic molecular-genetic in Republica Moldova.

3.2. Prevalenta bolilor neuromusculare ereditare frecvent intilnite in
Republica Moldova

Frecventa BENM in lume variaza intre 2,4-33,8 cazuri la 100.000 populatie.
Frecventa medie a BENM constituie 27,2:100.000. Analiza efectuata arata ca
frecventa totald a BENM in Republica Moldova constituie 23,5:100000 de locuitori,
ceea ce corespunde cu datele din alte tari [4].

La 457 de pacienti s-au inregistrat distrofii musculare progresive, cu frecventa de
15,2+0.18:100.000 de persoane. Maladiile ereditare neuromusculare din aceasta categorie
reprezintd 48% si includ pseudohipertrofiile X-linkate, miopatiile formelor: centurii, umar-
scapulo-faciale si oftalmoplegice [22]. In subgrupa miodistrofiilor X-linkate mai des se
intalneste forma pseudohipertrofica a distrofiet musculare Duchenne/Becker (274 bolnavi)
cu frecventa 9,13+0,27 la 100.000 persoane care corespunde datelor Orphanet (4.78-15.1)
(Orphanet Report Series, Jan, 2019), in Rusia — 1,35-11,23 la 100.000 persoane [23].

Miopatiile, forma centurilor sunt cel mai frecvent intalnite la adolescentii cu
mostenire autozomal-recesiva a miodistrofiei Erb. Acest diagnostic a fost stabilit 1a 160 de
pacienti cu varsta cuprinsa Intre 6-35 de ani, are o prevalenta de 5,3+0,61 per 100.000,
care depaseste datele Orphanet (2,85) si corespunde cu datele din Rusia (1,15-5,79) [23].

Forma umar-scapulo-faciala (FSHMD, FSHD, FSH sau sindrom Landouzy-
Dejerine) a fost observatd la 23 de pacienti. Aceasta forma prezintd o frecventa de
0,76+0,18 1a 100 000 si se incadreaza in intervalul datelor din Rusia (0,48-4,53), dar
sunt mai mici conform datelor Orphanet (7).

Amiotrofia spinald (SMA) s-a Inregistrat la 252 de pacienti. Prevalenta in Republica
Moldova constituie 8,4340,15:100.000 populatie, care este semnificativ mai mare decat
datele din Orphanet (2,93) si din Rusia (0,31-3,91). Acest indicator confirma vigilenta
medicilor si o diagnosticare performanta a acestei patologii in Republica Moldova.

Neuropatiile periferice ereditare au fost detectate la 260 de pacienti din 140
familii, distributia in Republica Moldova fiind de 7,2+0,39 la 100 000 locuitori, care
este semnificativ mai micd decat datele Orphanet (22,0), dar se incadreaza si in
intervalul datelor din Rusia (3,25-15,8). Acest indicator demonstreaza insuficienta
diagnosticarii cazurilor in Moldova.

Pentru 3 forme nozologice DMD/B, SMA si NSME tip 1A a fost realizata
asocierea frecventei maladiei in cadrul mai multor raioane ale tarii in scopul
depistarii celor mai raspandite forme a maladiilor neuromusculare.

Numarul maxim de cazuri de DMD/B a fost constatat in mun. Chisinau,
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Transnistria si r. Hincesti; un numdr minim de cazuri a fost inregistrat in municipiul
Balti, in raioanele: Leova, Straseni, Orhei, Riscani, UTA Gagduzia. Luind in
considerare transmiterea X-linkatd, consultul femeilor in localitatile respective
trebuie sa fie realizat cu colectarea sistematica a informatiilor in aspectul genealogic
si, dupa necesitate, se impune efectuarea diagnosticarii molecular genetice cu referire
la prezenta purtatoarelor a genei mutante [22].

Cel mai mare numar de cazuri SMA a fost inregistrat in municipiul Chisinau, Trans-
nistria, r. Soroca, r. Taraclia, UTA Gagauzia. Faptul ca SMA se intilneste mult mai
frecvent in aceste raioane, ca maladie cu transmitere autozomal-recesiva, poate fi explicat
prin teritoriile populate preponderent de bulgari si gagauzi, la care se poate observa
fenomenul casatoriilor dintre membrii aceleiasi etnii (casatorie asortativa etnica) [22].

Numarul maxim de cazuri de neuropatie motorie-senzoriald ereditara cu predo-
minanta mostenirii autozomal-dominante in esantion a fost inregistrat in mun.
Chisinau, Transnistria, Balti si r. Ungheni.

Pe durata studiului, nu au fost depistate cazuri de DMD, SMA sau CMT in
raioancle Basarabeasca, Vulcanesti si Drochia, ceea ce indica un diagnostic clinic
insuficient al acestor boli in zonele mentionate.

Prin analiza corelatiei numarului de pacienti cu marimea si compozitia nationala a
populatiei din raioanele Moldovei, a fost determinat, ca valorile medii asociate pentru
fiecare patologie exprimata prin coeficientul Spearman p sunt cuprinse intre 0,46-
0,5, p=0,0018-0,0047 [22].

Astfel, rezumarea rezultatelor studiului epidemiologic a evidentiat prezenta
incarcarii ereditare pentru patologii neuromusculare X-linkate, autozomal-dominante si
autozomal-recesive, in functie de regiunile Republicii. Analiza prevalentei bolilor
neuromusculare frecvente va permite planificarea activitatii profilactice 1n raioanele tarii.

3.3. Caracteristica molecular-genetica a bolilor neuromusculare frecvent
intilnite

A. Particularititi molecular-genetice a miodistrofiei Duchenne/Becker (DMD/B)

In prezenta cercetare, cota depistarii deletiilor la bolnavii DMD/B in Republica
Moldova este destul de ridicatd si constituie 85%, ceea ce corespunde datelor
cercetarilor in populatiile europene, in special celor din Italia 78%, Ungaria 73%,
Belgia 81,8%, Canada 73% [4].

Astfel, la esantionul pacientilor cu DMD din R. Moldova, s-a remarcat
prevalenta implicarii partilor centrale si distale ale genei DMD in procesul de deletie
(Tabelul 3.1). S-au identificat trei picuri in partea centrala a genei DMD — exonii 45, 47 si
48 (6,11%, 8,55% si 10,08%), respectiv, si picuri in regiunea distala a genei — exonii 50,
51, 52, 53 (7,02%, 4,27%, 3,97%, 2,29%).

Analiza a demonstrat ca partea proximald are un procent mic de implicare a
exonilor 3, 6 si 8 din gena DMD 1n procesul deletiei (respectiv 2,7%, 2,3%, 2,6%).
Rezultatele analizei efectuate au permis identificarea lor cu implicarea unui singur exon
la 81 pacienti (44,75%). Alti pacienti (46,95%) aveau deletii extinse de la 2 la 45 exoni.
Cu toate acestea, trebuie remarcatd prezenta a sase variante rare de deletie in gena DMD
(2,8%) si 3 deletii noi, care lipseau in baza de mutatii a patologiilor neuromusculare
DMD/B-LOVD v2,0. in baza de date LOVD3 de la 8 decembrie 2018 n-au fost
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inregistrate 4 deletii: de la exonul 1 pana la 45, de la exonul 1 pand la 19, de la exonul 13
pana la 19 si de la exonul 43 pana la 44 si 16 deletii duble (Tabelul 3.1).

Tabel 3.1. Analiza consolidata a tuturor deletiilor din gena DMD in acest studiu.

Dimensiunea Caz independent Exonul deletat Fragmentul deletat
deletiei (N=181) (HGVS nomenclature)
1 DELEX1 c.(?_-244)_31+2del
4 DELEX3 €94-?_186+2del
3 DELEX 6 €.358-?_530+?del
2 DELEX8 €.650-?_831+2del
3 DEL EX 13 €.1483-?_1602+2del
2 DEL EX 19 €.2293-?_2380+?del
3 DEL EX 43 €.6118-?_6290+2del
1 exon (n=81) 10 DEL EX 44 €.6291-?_6438+7del
5 DEL EX 45 €.6439-?_6614+?del
16 DEL EX 47 .6763-?_6912+2del
19 DEL EX 48 €.6913-?_7098+2del
5 DEL EX 50 €.7201-?_7309+?del
2 DEL EX 52 €.7543-?_7660+?del
5 DEL EX 53 €.7661-?_7872+7del
1 DEL EX 62 €.9164-? 9224+?del
1 DEL EX 3-4 €.94-?_264+72del
2% DEL EX 43-44** €.6188-?_6438+7del**
. 8 DEL EX 47-48 €.6763-?_7098+2del
2 exoni (n=17) 2 DEL EX 49-50 ¢.7099-7_7309+del
1 DEL EX 50-51 €.7201-?_7542+7del
3 DEL EX 52-53 €.7543-?_7872+?del
2 DEL EX 6-8 €.358-?_831+?del
8 DEL EX 43-45 €.6118-?_6614+?del
3 exoni (n=23) 6 DEL EX 45-47 €.6439-?_6912+?del
2 DEL EX 48-50 €.6913-?_7309+2del
4 DEL EX 50-52 €.7201-?_7660+?del
1 DEL EX 51-53 €.7310-?_7542+?del
1 DEL EX 3-6 €.94-?_530+?del
. 3 DEL EX 48-51 €.6913-?_7542+2del
4 exoni (n=12) 4 DEL EX 47-50 ¢.6763-7_7300+7del
4 DEL EX 45-48 €.6439-?_7098+2del
1 DEL EX 45-49 €.6439-?_7200+?del
5 exoni (n=6) 3 DEL EX 47-51 €.6763-?_7542+2del
2 DEL EX 48-52 €.6913-?_7660+2del
2 DEL EX 3-8 €.94-?_831+2del
1 DEL EX 8-13 €.650-?_1602+?del
6 exoni (n=11) 3 DEL EX 45-50 €.6439-?_7309+2del
4 DEL EX 47-52 .6763-?_7660+2del
1 DEL EX 48-53 €.6913-?_7872+2del
1** DEL EX 13-19** €.1483-?_2380+?del**
7 exoni (n=4) 2 DEL EX 45-51 €.6439-?_7542+?del
1 DEL EX 03-09 €.94-?_960+?del
9 exoni (n=1) * 1 DEL EX 44-52 €.6291-? 7660+?del
10 exoni (n=2) * 2 DEL EX 44-53 €.6291-? 7872+?del
13 exoni (n=2) * 2 DEL EX 31-43 €.4234-?_6290+2del
16 exoni (n=1) * 1 DEL EX 45-60 €.6439-?_9084+7del
17 exoni (n=1) * 1 DEL EX 3-19 €.94-? 2380+?del
14 exoni (n=1) * 1 DEL EX 8-21 €.650-?_2803+2del
20 exoni (n=1) ** 1** DEL EX 1-19** C.-244-?_2380+2del**
42 exoni (n=1) * 1 DEL EX 3-44 €.94-?_c.6291-?
46 exoni (n=1) ** 1** DEL EX 1-45** C.-244-? 6614+2del**
Deletie Dubli (n=16)**
1 DEL EX 44& DEL EX 53 €.6291-?_6438+?del& ¢.7661-?_7872+7del
2 DEL EX45 & DEL EX48 €.6439-?_6614+7?del & ¢.6913-?_7098+?del
1 DEL EX 8& DEL EX 45 €.650-?_831+?del & ¢.6439-?_6614+27del
2 exoni (n=8) 1 DEL EX 19& DEL EX 43 €.2293-?_2380+?del & ¢.6118-?_6290+?del
1 DEL EX 8 & DEL EX 48 €.650-?_831+?del & ¢.6913-?_7098+2del
1 DEL EX 6&DEL EX 13 €.358-?_530+?del&- ¢.1483-?_1602+?del
1 DEL EX 50 &DEL EX 52 €.7201-? 7309+?del & ¢.7543-? 7660+?del
3 exoni (n=3) 1 DEL EX 43-44 & DEL EX 51 €.6188-?_6438+?del& ¢.7310-?_7659+?del
2 DEL EX 48&DEL EX 50&DEL EX 52|c.6913-? 7872+7?del&c.7201-? 7309+?del& c.7543-?_7660+7de
4 exoni (n=2) 1 DEL EX 3& DEL EX 50-52 €94-?_186+?del& c.7201-?_7660+?del
1 DEL EX 43-45 & 50 €.6118-? 6614+?del& c.7201-?_7309+?del
8 exoni (n=1) 1 DEL EX 03-08&DEL EX45 €.94-?_831+?del &ex45del -> ¢.6439-?_6614+?de
38 exoni (n=1) 1 DEL EX 3& DEL EX 8-44 c94-?_186+?del& c.650-?_c.6291-?
11 exoni (n=1) 1 DEL EX 1& DEL EX 45-54 C.-244- 31+?del & c.6439-?_8027+7del

*- variante rare, **- variante noi

12



Datoritd cooperdrii internationale, pacientilor la care nu au fost gasite deletii prin
metoda MPCR, a fost realizata secventierea genei DMD. Ca urmare, s-au detectat
duplicatii la exonii 6 si 36 (c.408dup (p.Glul37%*), c.5147dup (p.Leul717Alafs*2) la
trei pacienti; la alti patru pacienti a fost gasitd o mutatie nonsens in exonul 18
(c.2227C>T, p.GIn743*), in exonul 59 (c.8713C>T, p.Arg2905*), in exonul 64
(c.9337C>T, p.Arg3113*) si in exonul 40 (c.5697 del, p.Lys1899Asnfs*2). Intr-un
caz, s-a gasit o microdelectie in exonul 15 (c .1716_1738de (p.Ser572Argfs * 12). A
fost gasita si o duplicatie lunga de la exonul 8 pana la exonul 17.

Astfel, datoritd implementarii i perfectionarii metodelor existente de
determinare a deletiilor, s-a marit spectrul exonilor cercetati de la 13 (A. Beggs) si 17
(S. Abbs) pana la 23 exoni (modificarea proprie), apoi pana la 36 (E.J. Ashton),
sporind astfel rata de identificare a deletiilor de la 78,4% pana la 85%, si am obtinut o
gama extinsa de deletii identificate. De asemenea, a fost completata baza de date cu
mutatii ale versiunii DMD-LOVDv3.0 [www.dmd.nl] cu variantele identificate (20
variante) la pacientii din Moldova.

B. Particularitatile molecular-genetice in cazul amiotrofiei spinale (SMA)

In conformitate cu schema de determinare a naturii genetice a bolii intr-o
anumitd familie, si avand in vedere frecventa inalta a deletiilor in exonii 7 si/sau 8 ai
genei SMN1 la pacientii cu SMA I-1II, a fost efectuatd analiza acestor mutatii
frecvent intalnite la pacientii cu forme tipice si atipice de SMA.

Deletia exonului 7 a fost detectatd la 60% de pacienti. Deletia exonului 8 a fost
detectata la 52%. Deletia a doi exoni a fost gasitd la 40 de pacienti (28%). Procentul
de detectare a deletiilor exonilor 7 si 8 ai genei SMN1 la pacienti cu SMA tip I-111 din
Republica Moldova este de 85,0%.
indirect), a fost cercetata frecventa alelelor intalnite in cadrul a doi loci polimorfi
D5S557 si D5S435, limitdnd sfera localizarii in gena SMN1 in regiunea cu
dimensiunea de 0,7 ¢cM la populatia sanatoasa si in grupul de pacienti. Frecventa
teoretica a heterozigozitatii locusului polimorfic D5S435 este 0,75 si penru locusul
D5S557 este 0,59 in populatie, ceea ce arata informativitatea sporita a locusului dat in
populatia din Republica Moldova [24].

Astfel, procentul de depistare a deletiilor exonilor 7/8 ale genei SMN1 la
pacientii moldoveni cu SMA este de 85% si locusurile D5S557 si D5S435 sunt
informative in populatia Republicii Moldova. Actualmente sunt in proces de
elaborare metode noi pentru determinarea deletiilor exonilor 7/8 exoni ai genei SMN1
prin metoda gPCR pentru screening-ul neonatal.

C. Particularitatile molecular-genetice ale neuropatiilor senzitiv-motorii

ereditare, tip 1A (Boala Charcot-Marie-Tooth)

Cercetarea a fost efectuata pe 106 mostre de ADN ale bolnavilor cu NSME din
79 de familii din Republica Moldova. In grupul de studiu, maladia s-a manifestat in
medie la varstele de 12,2+6,3 ani. Analiza eredocolaterald in selectarea datd a
evidentiat in 56% cazuri modul autozomal-dominant de mostenire.

Pentru analiza molecular-genetica a NSME tip 1A (Boala Charcot-Marie-Tooth)
au fost cercetati 3 markeri microsateliti (D17S921, D17S839, D17S122) inalt
polimorfi, localizati pe 17p11.2-p12. In 23,88% cazuri au fost evidentiate duplicatii
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pentru locusul D17S8921, 32,83% pentru locusul D17S122 si 24,62% pentru locusul
D17S839. De asemenea, s-a constatat ca unul si acelasi individ poate avea duplicatii
in doi loci. Incidenta duplicatiilor in gena PMP22 (17pl11.2-p12) la bolnavii cu
NSME IA din Moldova constituie 69%. Potrivit diferitor autori, acest indicator
variaza de la 34,3% (Spania, Barcelona) pana la 85% (Israel) [21].

Luand in considerare cele mentionate, analizarea recomandarilor pentru
diagnosticarea si supravegherea pacientilor cu DMD de catre Centrele pentru
Controlul si Prevenirea Bolilor din SUA si pe baza rezultatelor obtinute, au fost
elaborate algoritme de diagnostic clinico-genetic complex, care include o serie de
parametri clinici, biochimici, electrofiziologici si molecular-genetic, pentru a
imbunatati eficienta diagnosticului clinic si identificarea locilor genetici ai bolii in
familiile cu risc sporit de maladii neuromusculare ereditare din Republica Moldova.

In cadrul acestui studiu, a fost elaborat si aplicat un algoritm de diagnostic
prenatal (DP), conform celor doud abordari existente: diagnostic direct si indirect.
Astfel, In perioada 1996-2017 au fost realizate 74 de diagnosticari prenatale
molecular-genetice a doua boli monogenice: X-linkate — miodistrofia Duchenne (37
DP) si autozomal-recesive — amiotrofia musculara spinald (37 DP). O analizd a
echipamentului a facut posibila propunerea de imbunatatire a calititii DP si de
crestere a amplorii serviciului de diagnostic din Moldova.

4. ANALIZA FRECVENTEI DE RASPANDIRE A VARIANTELOR
POLIMORFE ALE GENELOR-CANDIDATE SI ASOCIEREA LOR CU
REALIZAREA PROCESULUI MIOPATIC

4.1. Analiza variantelor polimorfe C677T si A1298C a genei MTHFR in
grupul de control si la bolnavii cu DMD/B.

Enzima metilentetrahidrofolatreductaza este codificata de gena MTHFR, care
are rolul principal in metabolismul acidului folic. Varianta polimorfa C677T
(A223V) este legata cu schimbarea nucleotidei citozina (C) pe timina (T) in pozitia
677, ceea ce duce la schimbarea restului de aminoacid alanina cu valina in domeniul
catalitic a proteinei, care se leaga cu molecula de acid folic. La indivizii homozigoti
pentru aceasta varianta (genotipul T/T), enzima MTHFR pierde activitatea cu
aproximativ 65% [13]

Pentru a determina eficacitatea utilizarii analizei variantelor polimorfe C677T si
A1298C ale genei MTHFR, a fost efectuata analiza frecventei alelelor 677C si 677T;
1298A s1 1298C si a fost determinata frecventa genotipurilor in grupul de studiu si in
grupul de control. Prin legea Hardy-Weinberg (LHW) au fost identificate urmatoarele
trei clase genotipice ale polimorfismului MTHFR C677T in grupul de control: 677C-
0,68; 677T-0,32; (CC=0,47; CT=0,43; TT=0,1). In grupul de pacienti cu DMD/B,
frecventa alelelor 677C si 677T (0,68; 0,37) ale genei MTHFR coincide cu
frecventele din grupul de control. Nu au fost detectate devieri de la LHW (p=0,52) in
ambele grupe. O analiza asociativa a ratei sanselor (OR — odd ratio) nu a evidentiat
diferente statistice semnificative (p=0,25) (Tabelul 4.1).

Polimorfismul A1298C se afla in exonul 8 si duce la substituirea acidului
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glutaminic cu alanina Tn domeniul regulator al enzimei (p.Glu429.Ala). Conform
datelor din literaturd, aceastd mutatie reduce activitatea enzimei, dar nu atat de
semnificativ ca alela 677T.

Frecventa alelelor din grupa de control a fost: 1298A-0,65; 1298C-0,35;
(AA=0,45; AC=0,43; CC=0,12) [25].

Frecventele alelei din grupul de pacienti cu DMD/B au fost: 1298A=0,60,
1298C=0,40, frecventa genotipurilor AA=0,35, AC=0,48, CC=0,17. Distributia
frecventei genotipurilor in grupul de control si cercetare corespunde echilibrului
Hardy-Weinberg (EHW). Estimarea asociativa prin raportul sanselor a identificat ca
frecventa genotipului heterozigot MTHFR A1298C in grupul de pacienti cu DMD a
consituit 55,76%, indice care difera statistic semnificativ de frecventa acestui genotip
in grupul de control - 44,85% (OR=1,70, 95% CI:1,06-2,72, %*=4,89, p=0,03)
(Tabelul 4.1). S-a constatat, ca frecventa genotipului heterozigot MTHFR A1298C in
grupul de pacienti cu DMD/B este de 1,7 ori mai mare comparativ cu grupul de
control, ce poate avea un efect asupra procesului miopatic.

Tabelul 4.1. Distributia frecventei genotipurilor si alelelor genelor-candidate

. Frec- Frec- 95%
Locusuri, Grupul Grupul de Rata .
genotipuri si alele bolnavilor Yient? control, Vent? sanselor mter_val de 1 P
n, (%) upi n, (%) dupa (OR) confidenta
LHW LHW (95%CI)

MTFHRC677T 165 165
CC 70 (42,4) 0,41 | 82(49,7) | 0,47 1,00 Ref
CT 72 (43,6) 0,46 | 62(37,6) | 0,43 1,36 0,85-2,17 1,68 | 0,19
T 23 (13,9) 0,13 | 21(12,7) 0,1 1,28 0,66-251 | 0,53 | 0,47
C 212 (64,2) | 0,63 | 226 (68,5) | 0,68 1,00 Ref 0,25
T 118 (35,7) | 0,37 | 104 (31,5) | 0,32 1,21 0,88-1,67 1,33
MTFHRA1298C 165 165
AA 52 (31,5) 0,35 71 (43) 0,45 1,00 Ref
AC 92 (55,7) 0,48 | 74(44,9) | 0,43 1,70 1,06-2,72 | 4,88 | 0,03
CC 21 (12,7) 0,17 | 20(12,2) | 0,12 1,43 0,71-291 | 0,99 | 0,32
A 196 (59,4) | 0,60 | 216 (65,5) | 0,65 1,00 Ref
C 134 (40,6) | 0,40 | 114 (34,5) | 0,35 1,30 0,94-1,78 | 2,58 | 0,11
MTRA2756G 165 165
AA 102 (61,8) | 0,60 | 87(52,7) | 0,55 1,00 Ref
AG 51 (30,9) 0,35 | 70(42,4) | 0,38 0,62* 1,39-198 | 512 | 0,04
GG 12 (7,3) 0,05 8 (4,9) 0,07 1,28 0,5-3,27 0,26 | 0,61
A 255 (77,3) | 0,78 | 244 (73,9) | 0,74 1,00 Ref
G 75 (22,7) 0,22 | 86(26,1) | 0,26 0,83 0,58-1,19 | 0,99 | 0,319
MTRRAG6G 165 165
AA 50 (30,3) 0,39 | 60(36,4) | 0,46 1,00 Ref
AG 109 (60) 0,47 | 104 (63) | 0,43 1,26 0,79-2 0,95
GG 6 (3,7) 0,14 1 (0,6) 0,11 7,20* 1,84-61,81 | 5,02 | 0,04
A 209 (63,3) | 0,62 | 224 (67,9) | 0,68 1,00 Ref
G 121 (36,7) | 0,38 | 106 (32,1) | 0,32 1,22 0,89-1,69 151 | 0,22
eNOS 4a/4b 148 128
4b/4b 87 (58,8) 0,54 | 88(68,8) | 0,66 1,00 Ref
4aldb 43 (29) 0,39 32 (25) 0,31 1,36 0,79-2,34 1,22 | 0,27
4alda 18 (12,2) 0,07 8 (6,2) 0,03 2,28 0,94-5,51 3,45 | 0,06
4b 217 (73,3) | 0,73 | 208 (82,2) | 0,81 1,00 Ref
4a 79 (26,7) 0,27 | 48(18,8) | 0,19 1,58* 1,05-2,37 | 488 | 0,03
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Conform datelor din literatura, frecventa heterozigozitatii polimorfismului
C677T (rs1801133) al genei MTHFR este de aproximativ 40% in rasa europeana.
Exista  diferente  inter-etnice  semnificative  (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/gene/4524). Frecventa heterozigozitatii polimorfismului MTHFR C677T la
populatia moldoveneasca este de 37,6% (Figura 4.1), nu difera de cea din tarile
europene si este semnificativ diferita statistic in raport cu tarile din Est [27-29].
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Fig. 4.1. Frecventa genotipica a polimorfismului MTHFR C677T (rs1801133)
in R. Moldova si in diferite populatii.

S-a constatat ca frecventa genotipica a polimorfismului A1298C (rs1801131) al
genei MTHFR 1in populatia Republicii Moldova este: AA-71 (43,03%); AC-74
(44,85%); CC-20 (12,12%) (Tabelul 4.1). Nu au fost depistate diferente statistic
semnificative cu populatiile europene, insa diferente semnificative au fost observate
la compararea genotipului AA la populatia Moldovei cu populatia Indiei si Japoniei
(Figura 4.2).
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Fig. 4.2. Frecventa genotipica a polimorfismului MTHFR A1298C (rs1801131)
in R. Moldova si in diferite populatii.

Astfel, populatia Republicii Moldova se caracterizeaza printr-un nivel sporit al
heterozigozitatii dupa polimorfismele 677CT (Ho=0,43) si1 1298 AC (Ho=0,45), fapt
ce denotd un grad inalt de informativitate a acestor loci polimorfi si ofera posibilitatea
de utilizare a acestor date in practica de rutina.
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4.2. Analiza variantelor polimorfe a genelor MTR A2756G (rs1805087) si
MTRR A66G (rs1801394) in grupul de control si la bolnavii cu DMD/B.

Gena metionin sintazei (MTR) codifica o enzima implicatd in conversia
homocisteinei in metionind. Varianta polimorfa A2756G (rs1805087) reduce
activitatea acestei enzime, urmata de o crestere a nivelului de homocisteina din sange.

Conform datelor proprii, frecventa alelei dominante 2756A a genei MTR in
grupul de control a fost 0,74, dar alelei recesive 2756G a fost 0,26. Distributia
genotipurilor pentru acest polimorfism a fost AA=0,55, AG=0,38, GG=0,07. In
grupul de pacienti cu DMD/B, frecventa alelei 2756A a fost de 0,78, iar alela
2756G=0,22, iar frecventa genotipurilor observate a constituit: AA=0,60, AG=0,35,
GG=0,05. Nu au fost detectate deviatii statistic semnificative dupa LHW in ambele
grupe [25].

O analizd a asociatiilor unui anumit genotip cu miopatie a evidentiat o scadere
statistic semnificativd a frecventei genotipului A2756G la grupul de pacienti
comparativ cu grupul de control (Tabelul 4.1), posibil ca acest genotip poate avea un
efect protector la pacientii cu DMD (OR=0,63, 95%CI:1,4-1,99, ¥-=5,02, p=0,04).

Polimorfismul rs1801394, cunoscut ca mutatia A66G sau Ile22Met, reprezintd o
substituire mononucleotidica (SNP) in gena metionin-Sintaza-reductaza MTRR.
Aceasta gena codifica una din cele doud enzime ce participa la sinteza metioninei.

In grupul de control, frecventa alelei dominante a fost: 66 A=0,68, iar a alelei
recesive 66G=0,32; frecventa genotipica:AA=0,46, AG=0,43, GG=0,11. in grupul de
studiu, frecventele alelelor au fost: 66A=0,62, 66G=0,38; frecventele genotipurilor
observate: AA=0,39, AG=0,47, GG=0,14. S-a constatat, ca distributia frecventei
genotipurilor polimorfismului rs1801394 are diferente semnificative fatd de legea
Hardy-Weinberg in ambele grupe de studiu [20]. Analiza asocierii variantei
polimorfe in studiul caz-control a permis identificarea unui indice statistic
semnificativ (p<0.05) de risc relativ (de 7,2 ori) al agravarii starii la bolnavii purtatori
ai genotipului homozigot G66G al genei MTRR (Tabel 4.1).

Astfel, a fost gésitd o asociere statistic semnificativd a dereglarii ciclului de
metionind (genele MTR si MTRR) la pacientii cu DMD/B si, in consecintd, formarea
unei predispozitii la progresia procesului miopatic si a riscului de invalidizare
timpurie.

Drept urmare a studiului molecular-genetic al grupului de control, au fost
determinate frecventele genotipurilor si alelelor in populatiile variantelor polimorfe
rs1805087 si rs1801394. A fost stabilitd frecventa genotipurilor variantei polimorfe
MTR A2756G la populatia Moldovei: A2756A-52,73%, A2756G-42,42% si
G2756G-4,85% (Figura 4.3).

Analiza comparativa a rezultatelor frecventei genotipice a polimorfismului
A2756G al genei MTR in populatia tarii noastre a evidentiat o frecventd sporita a
genotipului homozigot GG (4,85%) in comparatie cu datele americanilor (2,5%),
europenilor (2,6%), africanilor (2,7%) si asiaticilor (1,36%), nu difera semnificativ de
populatia germana (4%). Frecventa genotipului AG (42,42%) in populatia
moldoveneasca este mai mare decat in alte populatii (europeana (35%), africana
(30,9%), germana (31%), SUA (26,5%). Populatia din Republica Moldova se
caracterizeaza printr-un nivel mediu al heterozigotiei observate (Ho = 0,38) [25].
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Fig. 4.3. Repartitia frecventei genotipice dupa polimorfismul MTR A2756G
in R. Moldova si in diferite populatii.
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Fig. 4.4. Repartitia frecventei genotipice dupa polimorfismul MTRR A66G
in R. Moldova si 1n diferite populatii.

In cadrul cercetirii s-a identificat 0 crestere statistic semnificativa a frecventei
genotipului MTRR A66G (63,03%) in populatia Republicii Moldova, in comparatie
cu alte populatii, fapt ce reprezintd un indice inalt de heterogenitate. De asemenea,
populatia tarii noastre se caracterizeaza printr-un nivel sporit de heterozigozitate dupa
polimorfismul rs1801394 (Ho=0,44) [25].

4.3. Analiza variantei polimorfe 4a/4b a genei eNOS in grupul de control si
la bolnavii cu DMD/B.

Polimorfismul genei eNOS 4b/4a, caracterizat prin numarul de repetitii a unei
secvente, formata din 27 perechi de baze in intronul 4, este asociat cu o scadere a
nivelului de NO 1n plasma sangvina, reguland procese de constrictie-dilatare a
vaselor sanguine [14]. Studierea polimorfismului genei eNOS a demonstrat ca la
persoanele homozigote dupa alela 4a este sporita concentratia nitritilor si al nitragilor
in sange, el fiind direct asociatd cu viteza de producere a oxidului nitric de catre
endoteliul vaselor.

In urma studiului genetic molecular, au fost determinate frecventele genotipurile
si alelele genei eNOS pentru polimorfismul 4a/4b. Conform legii Hardy-Weinberg,
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frecventa alelica in grupul de control a fost urmatoarea: 4b-0,81, 4a-0,19, iar
frecventa genotipica observata: 4b/4b=0,66, 4a/4b=0,31, 4a/4a=0,03 (Tabelul 4.1).

A fost stabilit, ca frecventa alelei 4a in grupul pacientilor cu DMD/B este 0,27,
depdsind statistic semnificativ cea din grupul control (3?=7,9, p=0,005), frecventa
observata a genotipurilor eNOS este 4a/4b=0,39, 4b/4b=0,54, 4a/4a=0,07. Se observa
o deviere statistic semnificativd (¥*=9,8) de la EHW in ambele grupe [25]. Astfel,
analizand frecventele genotipului in aceste doud grupe, s-a observat o crestere
statistic semnificativa a frecventei genotipului 4a/4a la pacientii cu DMD comparativ
cu grupul de control (OR=2,28, 95%CI:1,05-5,51, ¥?=3,45, p=0,06).

Au fost comparate datele frecventei alelice a eNOS 4a/4b la populatia din
Republica Moldova cu datele din populatiile Indiei, Japoniei, Braziliei, Poloniei si
Iranului. S-a constatat, ca fracventa alelei 4a nu difera semnificativ de frecvenele ei in
populatiile poloneza, braziliana si indiand. Diferente semnificative au fost constatate
fata de populatiile japoneza si irakiana (Figura 4.5).
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Fig. 4.5. Frecventele genotipice ale polimorfismului 4a/4b al genei eNOS
in R. Moldova si in diferite populatii.

Evaluarea asocierii variantelor polimorfe ale genelor metioninei, ciclului folat si
eNOS cu riscul de agravare a procesului miopatic a evidentiat o crestere semnificativa
statistica a homozigotilor alelei G66G a genei MTRR (rs1801394) (OR=7,20,
95%Cl:1,84-61,81, p=0,04) si prezenta mutatiei heterozigotd A2756G a genei MTR
(rs1805087) (OR=0,63, 95%ClI:1,4-1,99, p=0,04) si purtarea alelei 4b a genei eNOS
(OR=1,58, 95 %Cl:1,05-2,37, p=0,027).

A fost identificatd o deviatie statistic semnificativa a frecventelor observabile si
teoretice in grupul de pacienti si cel de control pentru cele doud polimorfisme MTRR
(rs1801394) si eNOS 4a/4b, ceea ce indicad o dereglare a EHW care pare sa fie legata
de procesele stochastice din populatie.

19



5. MODELAREA  INTERACTIUNII GENOTIP-FENOTIP  SI
PROGNOSTICUL SEVERITATII PROCESULUI PATOLOGIC LA
PACIENTII CU DMD/B

In prezent, o atentie deosebitd se acorda studiilor privind procesele genetice si
biochimice care apar in tesutul muscular in cazul DMD/B. Se cerceteaza rolurile
diferitor gene care pot influenta severitatea DMD. In studiu s-a ficut o incercare de
aexplica existenta a doua variante de evolutie clinicd a miopatiei: forma maligna
Duchenne si forma benigna Becker.

5.1. Evaluarea impactului polimorfismelor genelor MTHFR, MTR, MTRR si
eNOS asupra evolutiei proceselor miopatice

Folosind metoda regresiei logistice multinominale, a fost creat un numar de
modele de interconexiune si au fost selectate cele mai bune modele, bazat pe
intensitatea relatiei dintre parametrii genetici si datele clinice, tindAndu-se cont de rata
progresiei a DMD/B.

In acest sens, au fost analizate doud valori variabile dependente: timpul de
incepere a stadiului 4 al MDD/B (timpul de plasare n scaunul cu rotile) pana la 9 sau
pand la 12 ani, precum si cativa factori in calitate de variabile independente: puterea
musculara la prima examinare, tipul deletiilor din gena distrofinei, genotipul genelor
MTHFR, MTR, MTRR si eNOS [30].

Au fost analizate cele 171 de cazuri, dintre care au fost valide numai 148 cazuri
— cu timpul de plasare in scaunul cu rotile pana la 9 ani. In studiu au fost cercetati 23
(15,5%) bolnavi cu DMB si 125 bolnavi cu DMD, dintre care 65 (38%) bolnavi au
ajuns la incapacitatea de a se deplasa pana la 9 ani, iar 106 (62,0%) se puteau deplasa
de sine statator in perioada realizarii studiului. Din 148 de cazuri valide, 35,1% de
bolnavi prezentau deletii fara devierea cadrului de citire (in-frame), 45,0% aveau
deletii cu devierea cadrului de citire (out of frame), iar la 34 (19,9%) nu au fost
depistate deletii. Pentru grupa cu timpul de plasare in scaunul cu rotile pana la 12 ani
au fost examinati 166 pacienti, dintre care 117 pacienti cu DMD/B au fost plasati in
scaun pana la 12 ani, iar 49 se deplasau de sine statator.

Prin Modelul A a fost verificata ipoteza Monaco — daca tipul deletiei (in-frame
sau out-of- frame) influenteaza timpul de plasare in scaunul cu rotile a pacientilor cu
DMD/B din Moldova. Analizand doua modele: (modelul Al — stadiul 4 al bolii
Incepe pana la virsta de 9 ani si modelul A2 — pana la 12 ani) s-au obtinut o diferente
statistic nesemnificative (p=0,48, p=0,156), dar asocierea lor cu plasare in scaunul cu
rotile la varsta de 12 ani a fost mai puternica decat la varsta de 9 ani. Analizand
contributia tipului de deletie la timpul de disabilitare, s-a constatat tendinta clard de
asociere cu deletia out-of-frame p=0,061 [31]. Datele obtinute in esantionul nostru de
pacienti nu confirma in mod evident ipoteza ,,cadrului de citire”.

Modelul B. Cu ajutorul acestui model a fost analizat rolul aprecierii puterii
musculare la prima examinare.

Modelul B-1 a explorat dependenta ,,plasarii in scaunul cu rotile la 9 ani” de
tipul deletiei si puterea muschilor. Acest model a demonstrat asocieri statistic

semnificative: y2=46,62, df=5, p=0,00. Contributia parametrului , puterea muschilor”
a fost statistic semnificativa (p=0,023). Totusi, acest parametru este partial subiectiv,
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dependent de sensibilitatea individuala a medicului, in cazul in care acest parametru
nu se estimeaza instrumental [31].

Modelul C a permis analiza rolului polimorfismelor genelor ciclurilor folat si
cel metioninic asupra timpului de instalare a stadiului 4 al bolii. Modelul C-1 cu
variabila dependenta ,plasarea in scaunul cu rotile pana la 9 ani”. Modelul s-a
dovedit a fi statistic nesemnificativ in general (p=0,114), insa analiza de regresie a
evidentiat efectele statistic semnificative ale genotipurilor MTHFR C677T (B=1,10,
¥*=0,004, 95%CI:1,42-6,35, p<0,05) si MTHFR C1298C (B=1,18, x*=0,04,
95%Cl:1,06-10,00, p<0,05). Valoarea parametrului dependent (plasarea in scaunul
cu rotile pana la 9 ani) in analiza de regresie pentru heterozigotii compusi MTHFR
C677T, MTHFR A1298C, MTRA2756G (3=33,7) si MTHFR C677T, MTRR A66G,
MTRA2756G (3=34,7) a evidentiat influente semnificative in sens statistic (p=0,001
pentru ambele) [31]. Prin urmare, profilurile heterozigote compuse au influentat
semnificativ varstele de instalare a disabilitatii la pacientii cu DMD. Modelul C-2 cu
variabila dependenta ,,instalarea stadiului 4 al maladiei la 12 ani”, cu variabilele
independente identice cu cele din modelul C1. Analiza apropierii stadiului de
instalare a disabilitdtii, asiguratd de model, a demonstrat cd modelul este statistic
semnificativ in general (p=0,017).

Aprecierea parametrilor regresiei logistice — Modelului E. In acest model,
,puterea musculara” a fost analizata in calitate de parametru dependent. Analiza a
identificat patru factori statistic semnificativi ce actioneaza evident asupra variabilei
dependente: 1) starea homozigota G66G a genei MTRR (3=20,98, p=0,0000); 2)
starea heterozigota A66G a genei MTRR (B=1,4, p=0,03); 3) starea heterozigota
A2756G a genei MTR (B=1,5, p=0,02) si 4) stareca heterozigota C677T a genei
MTHFR (B3=1,5, p=0,02). Astfel, prin construirea si testarea acestui model, au fost
identificate tendintele specifice unui anumit proces patologic, fapt ce ajuta la
intelegerea modalitatilor de interactiune in cadrul patologiei studiate. De exemplu, s-a
demonstrat faptul ca mutatiile in genele ciclului metioninic au o influentd majora
asupra fortei musculare.

Modelul F include in sine variabila dependenta — plasarea in scaunul cu rotile
pana la varsta de 9 ani si alti cinci factori: variantele polimorfe cercetate in genele
MTHFR 677,1298; MTRR 66, MTR 2756, eNOS 4a/4b. Informatiile privind
apropierea plasarii, furnizate de model, prezintd semnificatie statistica (3?=101.89,
df=67, p=0,004) [30].

Modelul G include in sine variabila dependenta: plasarea in scaunul cu rotile
pana la varsta de 9 ani si alti 6 factori: tipul deletiei; toate polimorfismele genelor
MTHFR677, MTHFR1298, MTRR2756, MTR66, eNOS4a/4b. Informatiile privind
apropierea plasarii, furnizate de model, prezintd semnificatie statisticd (}*=126,37,
df=95, p=0,017).

Asadar, dupa toate modelele statistic semnificative, putem determina probabili-
tatea de plasare in scaunul cu rotile a pacientilor cu DMD/B pana la varsta de 9 sau
de 12 ani (dupa tabelele de probabilitate), ceea ce justifica necesitatea utilizarii
modelelor statistic regresive dezvoltate in practica clinicd a neuropatologilor si
geneticienilor in scopul formarii grupurilor de risc pentru progresia miopatiei si
initierea terapiei individuale.
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Astfel, rezultatele analizei logistice regresionale au ardtat ca variantele polimor-
fice a genelor ciclului folat, metioninic si a genei eNOS sunt importante pentru
calcularea probabilitatii aparitiei celui de-al patrulea stadiu al procesului miopatic si
sunt modificdtoare pentru evolutia clinica a maladie.

5.2. Evaluarea interactiunii intergenice ale genelor MTHFR, MTR, MTRR si
eNOS la bolnavii cu DMD/B

Luand in considerare datele obtinute in acest studiu: analiza asocierii variantelor
polimorfe studiate cu MDD/B si cele ale analizei influentei genelor ciclului folat,
ciclului metioninic si eNOS asupra procesului miopatic prin metoda regresiei
logistice multinominale, etapa urmatoare a cercetarii a constat in identificarea
interactiunii genelor cercetate, cu scopul de a determina combinatiile specifice, care
ar putea avea o importantd patogeneticd mai mare in evolutia procesului miopatic.
Pentru solutionarea acestui obiectiv, a fost utilizatd metoda MDR (multifactor
dimensionatality reduction), ce a permis reprezentarea grafica a structurii ierarhice si
a naturii interactiunilor diferitor gene. Baza matematici a MDR (metoda
neparametricd de modelare statisticd) este o alternativd pentru regresia logistica,
folosita pentru a identifica si a descrie tipul interactiunilor neliniare dintre atributele
genetice discrete si factorii de mediu, reprezentate sub forma de analiza de cluster.

In cadrul cercetarilor realizate a fost analizat tipul si forta de interactiune a
genelor la pacientii cu DMD/B, in stadiul 4 de boala (plasati in scaun cu rotile), in
perioade diferite de varstd — pana la 9 sau 12 ani [32]. In rezultatul analizei tipului si
puterii de interactiune intergenice intre polimorfismele GCFM si a genei eNOS la
pacientii cu dezvoltare a stadiului 4 de boald pana la 9 ani, au fost identificate
modelele care descriu cele mai relevante interrelatii a 5 locusuri cercetate in 4 gene:
MTHFR, MTR, MTRR si eNOS 1in dezvoltarea stadiului invalidizant al procesului
miopatic in DMD/B.

Au fost analizate modelele de interactiune genica intre 1, 2, 3 si 4 loci,
identificate prin algoritmul MDR, in grupuri cu un clasificator binar — stadiul 4 de
boala survenit pana la 9 ani (0) si stadiul 4 survenit pana la 12 ani (1) in esantionul de
studiu al pacientilor cu DMD/B. Analiza de cluster a permits evidentierea
interactiunii dintre variantele polimorfe cercetate, care pot influenta agravarea
procesului miopatic in cazul DMD.

Cel mai bun model pentru prognozarea instalarii stadiului 4 de boala pana la 9
ani la pacientii cu DMD/B a fost combinatia de 3 alele ale variantelor polimorfe
MTHFR C677T, MTR A2756G, eNOS 4a/4b, cu cea mai mica eroare de prezicere
(0,68) cu reproductibilitatea CVC=8/10 si ¥?=18,34(p<0.00). Riscul relativ a
constituit 4,04 (95%CI:2,10-7,76) [31].

Pentru descrierea tipului si puterii interactiunii stabilite la bolnavii DMD in
stadiul 4 de boala pana la 9 ani, a fost creat un grafic al entropiei care reflectd
interactiunile intergenice din modelul obtinut si care constd din doua clustere
interconectate (Figura 5.1). Primul cluster include modulul cu sinergism exprimat
(dublare pozitiva) in raport cu impactul asupra fenotipului — interactiunea a doi loci,
rs1801133 si rs1801131, din gena MTHFR (rosu), si activitatea genei este influentata
anume de acesti doi loci. Al doilea cluster include modulul interactiunii a doua gene —
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MTR si eNOS, cu un sinergism la fel de exprimat in raport cu impactul asupra
fenotipului, in care activitatea unei gene se afla sub influenta unei alte gene nealelice
ei. La randul lor, primul si al doilea cluster au demonstrat sinergism moderat al
interactiunii  genelor (culoarea portocalie). Structura ierarhica si caracterul
interactiunilor dintre toate genele studiate si tipul de deletii din gena distrofinei
(Figura 5.1) la varsta de 9 ani a aratat ca tipul de deletie in gene DMD, mutatii in
gena reductazei metionin sintazei (MTRR) sunt factori independenti care afecteaza in
paralel timpul de plasare in scaun cu rotile.

Sinergie (rosu)

Antagonism (albastru)

Fig. 5.1. Structura interactiunilor genice ale variantelor polimorfe ale genelor
modificatoare si tipul deletiei in gena distrofina la bolnavii cu DMD/B sub 9 ani. Sus
— analiza de cluster, jos — grafic ce reprezinta puterea de interactiune intre loci (Type
— tipul deletiei; MTHFR1 — locusul MTHFR 677; MTHFR2 — locusul MTHFR 1298;

eNOS — locusul eNOS4a/4b, % — % de entropie)

Graficul circular (Figura 5.1) reflecta contributia procentuala de entropie a
fiecarui component. S-a identificat ca influenta locusului MTHFR677 asupra plasarii
in scaunul cu rotile pana la 9 ani constituie 1,78%, iar a locusului MTR A2756G —
1,08%. Prin urmare, mutatiile in acesti loci conditioneaza riscul sporit de agravare a
procesului miopatic. Contributia perechii MTHFR677-MTHFR1298 constituie 1,22%,
lar a perechii MTR A2756G-MTHFR1298 — 1,02% [33].

De asemenea, a fost identificata o influentda dubla negativa pronuntata a locilor
polimorfi MTRR A66G si MTR A2756G asupra fenotipului. In ceea ce priveste tipul
deletiei, s-a identificat o sinergie moderatd intre locusul polimorf al genei
MTRA2756G si tipul deletiei, iar efectul contributiei perechii constituie 0.41%.
Relatia dintre tipul deletiei cu locii polimorfi ale genelor MTHFR 677 s1 1298, MTRR
s1 eNOS denota o interactiune aditiva a acestora.

Cel mai bun model de prognozare a dizabilitatii pana la 12 ani la pacientii cu
DMD/B este modelul ce combina 4 alele ale MTHFR C677T, A1298C; MTRA66G si
eNOS4a/4b. Nivelul de reproductibilitate a modelului CVC=9/10, precizia 0,67 si
v?=54,22 (p<0,0001). Raportul sanselor pentru modelul in cauza a fost de 14,67
(95%CI:6,7-32,15), demonstrand ca odata cu cresterea cu o unitate a caracterului
complex, sansele de agravare a miopatiei cresc cu mai mult de 14 ori.

Analiza a demonstrat ca influenta locusului MTHFR677 asupra procesului mopatic
cu invalidizarea la varsta de 12 ani scade (0,16%) in comparatie cu influenta acestuia in

23



cazul cu varsta de invalidizare 9 ani (1,78%). De asemeneca, se observa scaderea
influentei locusului MTRA 66G (0,48) in comparatie cu influenta acestuia la plasarea in
scaun cu rotile la varsta pana la 9 ani (1,08%). In schimb, la varsta de 12 ani a crescut
influenta locusului MTHFR1298 (1,96%). In mod similar, s-au schimbat legaturile dintre
perechi: efectul contributiei perechii MTHFR677-MTRA2756G constituie 1,04%, iar al
perechii MTRA2756G-eNOS4a/4b — 0,59%. La pacientii cu varsta de invalidizare de 12
ani, efectul perechii MTHFR677-MTHFR1298 s-a redus semnificativ, alcatuind doar
0,40% in comparatie cu modelul plasarii in scaunul cu rotile pani la 9 ani. In cadrul
perechii MTHFR1298-eNOS4a/4b s-a constatat o influenta dubla negativa pronuntata
asupra fenotipului la pacientii invalidizati de DMD/B pana la 12 ani. Efectul contributiei
acestei perechi constituie (—1,64%), deci se observa un efect protector [33].

Analizand structura ierarhica a tuturor componentelor genice si tipul deletiei la
copiii care s-au plasat in scaunul cu rotile pana la 12 ani (Figura 5.2), au fost
identificate doud clustere independente. Primul cluster independent a unit locii
MTHFR1298 si eNOS4 a/4b interconectati prin influenta efectului dublu pronuntat
(culoarea albastrd). In cel de-al doilea cluster, intre locusul MTHFR677; tipul deletiei
in gena DMD si locusul MTRA2756G s-a stabilit o interdependentd puternica
sinergicd (liniile rosii scurte), in care activitatea tipului deletiei in gena DMD se afla
sub influenta locusului MTR A2756G.

Astfel, in aceasta lucrare s-a demonstrat implicarea genelor diferitor céi
metabolice 1n patogeneza DMD/B si rolul interactiunilor in cadrul retelelor genice in
procesul patologic. In lucrare s-a intreprins tentativa de modelare a trei cii metabolice
(ciclul acidului folic, ciclul metioninei — metabolismul homocisteinei, si eNOS4a/4b
— cresterea productiei NO, care este toxic in concentratii mari) si de evaluare a rolului
a doud substante toxice — homocisteina si oxidul nitric — la persoanele ce suferd de
patologia monogend: miodistrofia Duchenne/Becker.

i | -
Sinergie (rosu) B /
Antagonism (albastru) Clagse ]‘“%‘,,,m______ Nrol

Fig. 5.2. Structura interactiunilor genice ale variantelor polimorfe ale genelor
modificatoare si tipul deletiei in gena distrofina la bolnavii cu DMD/B sub 9 ani. Sus
— analiza de cluster, jos — grafic ce reprezinta puterea de interactiune intre loci (Type
— tipul deletiei; MTHFR1 — locusul MTHFR 677; MTHFR2 — locusul MTHFR 1298;

eNOS — locusul eNOS4a/4b, % — % de entropie)

24



Intelegerea interactiunilor intergenice in anumite perioade de evolutie ale bolii,
care ia in calcul dereglarile in procesele biochimice, fundamenteaza posibilitatea
corectiei metabolice individuale la pacientii cu MDD/B.

5.3. Rolul genelor modificatoare investigate in patogenia miodistrofiei
Duchenne

Gena DMD este situata in mijlocul bratului scurt al cromozomului X. A fost
constatat ca la 65% din pacienti se atesta deletii in cadrul genei, iar la 6% — duplicatii
de diferita lungime si localizare. Frecventa deletiilor in gend nu este egald pe intreg
traectul ei: ele apar cel mai des in mijlocul genei. Al doilea ,,punct fierbinte” al
deletiilor se afla intre exonii 7 si 8.

in anul 1988, Monaco A. a formulat ipoteza ,,cadrului de citire”, care explica
diferenta dintre cele doud tipuri de miodistrofii — Duchenne si1 Becker. S-a constatat
ca, In cazul in care deletiile sau duplicatiile nu incalca cadrul de citire, se sintetizeaza
o proteind scurtati. In acest caz, tabloul clinic corespunde distrofiei musculare
Becker. Daca totusi se deregleaza cadrul de citire, se sintetizeaza o proteina instabila
si nefunctionala, iar tabloul clinic corespunde formei Duchenne a bolii. Ulterior s-a
stabilit cd la aproximativ 92% din pacienti prin aceasta ipotezd se poate explica
diferenta in evolutia clinica a miodistrofiei, dar in caz de deletie a exonilor 3-7 si in
cazul devierii cadrului de citire se dezvolta tabloul clinic al miodistrofiei Becker.
Totodata, s-a demonstrat ca fard modificarea cadrului de citire, dar in prezenta
deletiilor extinse (pand la 30 de exoni), se dezvoltda forma Duchenne; absenta
exonului 50 este adesea asociatd cu retardul mintal, iar lipsa exonului 49 — cu
cardiomiopatia.

Astfel, cercetdrile asupra modificarii structurii genei categoric nu permit
asocierea tabloului clinic al distrofiei musculare cu dereglarile specifice ale acesteia.
In legiturd cu acest fapt, a fost formulatd ipoteza prin care unii factori influenteaza
asupra manifestarii si dezvoltarii procesului miodistrofic.

Pentru a explica procesul miodistrofic, Hoffman E. a propus schema procesului
miopatic, unde o influentd majora a fost atribuita ionilor de calciu. Profesorul Grinio
L. (1998), pe baza propriilor rezultate ale cercetarit DMD si a analizei datelor din
literatura de specialitate, a propus o noud schemda de dezvoltare a procesului
miodistrofic, diferita de schema lui Hoffman E. care este construita pe baza datelor
cercetdrii etapelor clinice ale maladiei. Etapa clinicd este asociatd cu modificari
metabolice semnificative si este precedatd de schimbari majore in structura si functia
musculaturii scheletice. Conform acestei viziuni, procesul miodistrofic se asociaza cu
inceputul mersului s1 munca intensiva a membranei musculare, acestea fiind afectate
de absenta distrofinei [34]. Initial, procesul puternic de regenerare retine dezvoltarea
rapida a miodistrofiei, dar incepe distrugerea membranelor organitelor (mitocon-
driilor, reticulului sarcoplasmatic, reticulului endoplasmatic, aparatului Golgi). In
acest caz, organismul sufera de intoxicarea cu produse de descompunere, creste
hipoxia, se implicd procesul degenerativ al tuturor tipurilor de metabolism [34].
Mecanismul de aparare nespecifica si cel de adaptare retin pentru scurt timp procesul
de miodistrofie, iar prezenta Tn organism a produselor de peroxidare a lipidelor (PPL)
completeazd procesul degenerativ, conducandu-1 spre etapa terminald, in care tesutul
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muscular practic dispare, fapt demonstrat atidt pe persoane bolnave, cat si de
experimentele pe animale, fiind inlocuit cu fesut conjunctiv si adipos. Pentru
suprimarea modificarilor degenerative ale muschilor, se efectueaza experimente pe
modele animale (dystrophin-deficient mdx murine model) si utilizarea de leupeptin
(tripeptide calpain inhibitor), cercetarea cdilor de semnalizare ale oxidului nitric —
guanosin monofosfat ciclic (NO-cGMP) si folosirea inhibitorului fosfodiesteraza-5
(PDES), in scopul incetinirii procesului patologic.

Cercetarile lui Mukund K. din anul 2015, au identificat diferentele globale dintre
expresia genelor in muschii normali si in muschii bolnavilor cu DMD la etapa
incipientd a maladiei, aplicind metodele statistice cu utilizarea analizei retelelor
ponderale privind co-expresia genelor (WGCNA). Mai multe blocuri de gene pot fi
asociate cu progresia maladiei si conform ipotezei, pot avea valoare statistic
semnificativd in patogeneza DMD [35].

Cercetarea proprie a permis perceperea si desavarsirea mecanismelor
patogenetice existente, datoritd identificarii particularitatilor genetice unice ale
interactiunii genelor metabolismului acidului folic si vitaminei B12 (MTHFR, MTR,
MTRR) si oxidului nitric (eNOS) la bolnavii cu DMD/B, care determind baza
ereditara a individualitatii biochimice, amprenta ereditard unica. Fenotipul fiecarui
pacient este reflectarea particularitatilor individuale ale genotipului sau, realizat in
componenta retelelor genice [36].

Particularitatea viziunii noastre asupra patogenezei constd in considerarea
maladiei tipice monogenice DMD/B drept un rezultat integral al afectarii genei
principale (distrofina) si al defectiunii expresiei variantelor functional slabite ale
multor grupe de gene, fiecare dintre acestea putdnd constitui o retea genica
independenta.

In prezenta cercetare, ne-am propus si modelim efectul celor trei cii
metabolice: ciclul acidului folic, ciclul metioninei si eNOS in diferite ctape ale
maladiei, precum §i sa apreciem rolul acestor gene, unite intr-o retea genica la
bolnavii cu patologia monogenicd miodistrofia Duchenne/Becker, pentru a intelege
interactiunea genelor.

Prin utilizarea a trei metode statistice (determinarea raportului sanselor, metoda
regresiei logistice multinominale si reducerea multifactoriald dimensionald), a fost
identificat rolul genelor cercetate in progresarea rapida a procesului patologic.
Conform postulatului clasic (formal) al geneticii: ,,jun anume semn fenotipic este
rezultatul expresiei tuturor genelor, chiar daca impactul acestora este extrem de
redus”. Respectiv, este corecta si teza inversa: ,,fiecare gena actioneaza asupra unui
semn anume al organismului, chiar daca efectul ei fenotipic este extrem de redus”.
Prin recunoasterea veridicitdtii acestei pozitii in planul conceptului filosofic, s-ar
putea de remarcat neconstructivitatea ei in practica [36].

Lucrarea noastra demonstreaza abordarea constructiva ,,fiecare gena actioneaza
asupra unui semn anume al organismului, chiar daca efectul ei fenotipic este extrem
de redus” in practica, fapt care ne-a permis sa abordam descrierea patogenezei din
punctul de vedere al geneticii integrative. In 2006, Lehner si altii au propus o noua
paradigma a bolilor genetice la om. Conform acestei paradigme, existd doud clase de
gene care cauzeaza boli la oameni: prima clasd contine gene ,,specificatoare”, care
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determina caracteristicile bolii si a doua clasd include gene ,,modificatoare”, sau
,hub” care ,servesc cresterii puterii bolii, ca urmare a mutatiilor din genele
specificatoare”.

Cercetarea noastra a permis confirmarea paradigmei si dezvaluirea unor
mecanisme patogenetice existente, datorita identificarii particularitatilor genetice
unice ale interactiunii genelor metabolismului acidului folic si vitaminei B12
(MTHFR, MTR, MTRR) si oxidului nitric (eNOS) la bolnavii cu DMD/B cu diferit
grad de severitate a procesului clinic, prin analiza timpului de plasare in scaunul cu
rotile.

Analizand datele cercetatorilor straini si cele obtinute in cadrul acestei cercetari,
inaintdm o viziune proprie asupra patogenezei maladiei DMD/B din punctul de
vedere al abordarii individuale, contemporane si complexe (Figura 5.3). Conform
acestei scheme, patologia distrofinei si complexului distrofina-glicoproteina
afecteaza, in primul rand, procesul distrofic in DMD/B. In afara acestei modificari au
influenta si procesele epigenetice, afectarea splicing-ului ARN si genele
modificatoare: genele ciclului folat, metioninic si eNOS, a caror rol este dovedit 1n
acest studiu; modificatori de gene ale procesului catabolic (Fibronectin, Lumican
etc.); genele implicate in procesul catabolic dependent de ubiquitin (proteazom,
enzime conjugate ubiquitante, ligase ubiquitin, peptidaze ubiquitin); genele
responsabile de leziuni si inflamatii (catepsinele si moleculele de clasa Il ale
complexului major de histocompatibilitate), genele precursorilor metabolitilor si
proceselor energetice si multe alte sisteme.
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Fig.5.3. Schema patogenezei DMD/B (proprie)
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Procesele date trebuie luate in calcul in cadrul ingineriei genice si la
elaborarea metodelor de tratament al MDD, pentru cd subestimarea modificarilor
biochimice poate zadarnici aceste incercari de tratament.

Astfel, aceasta lucrare este relevanta prin descifrarea si analiza aspectului
teoretic. Evaluarea efectului modificator al sistemului genetic asupra manifestarii
fenotipice a patologiei monogene are o importanta fundamentald in intelegerea
patogenezei procesului patologic. Modelarea matematicd a permis evaluarea
rolului si a importantei factorilor genetici in evolutia si prognozarea procesului
patologic.

5.4. Strategia de diagnostic molecular prin personalizarea monitorizarii
pacientilor cu DMD/B

Medicina contemporand este numitd ,,medicina pastilei si a bisturiului”.
Actualmente, asemenea abordare nu mai este valabila in totalitate. Descifrarea
genomului uman, finalizata in aprilie 2003 in urma realizarii cu succes a unui
program stiintific international, a pus inceputul unei noi ere — era medicinei
individualizate (moleculare) si directiei sale profilactice — medicina predictiva.
Deosebit de importantd este ideea pasaportului genetic, implementarea caruia
necesitd o analiza si din perspectiva juridicd. Mentionam ca succesul medicinei
predictive depinde in totalitate de implementarea pe larg a realizarilor stiintei
genetice in domeniul ocrotirii sandtatii si de conlucrarea stransa a geneticienilor
si a medicilor de alte specialitdti [36]. Se contureaza tot mai clar viitorul
medicineil sintetice, bazate pe cunoasterea genomului uman individual si1 pe
intelegerea particularitatilor reactiilor sale la diverse actiuni, inclusiv daunatoare,
a factorilor de mediu. Specialistii de valoare din occident, considera ca medicina
secolului XXI va fi predictivd, preventiva, personalizata si participativa —
,,Medicina 4P” [36].

In tirile economic dezvoltate se acordi o mare atentie medicinei
personalizate, esenta careia constd in dirijarea individuala a starii de sanatate si a
rezervelor organismului. In ultimii ani se observd o adevirati revolutie in
domeniul geneticii umane, care are un impact semnificativ asupra majoritatii
domeniilor medicale. Progresele din domeniul cercetdrilor genetice, relevate in
aceastd lucrare, permit nu doar elucidarea etapei latente a bolii, intelegerea
anumitor mecanisme patogenice, dar si avertizeaza cu privire la insasi
posibilitatea de agravare a procesului miopatic.

In medicina contemporani, misurile terapeutice si profilactice nu sunt
individualizate, adica nu sunt directionate spre corectia modificarilor molecular-
celulare concrete la persoana respectivd, ele se bazeaza mai mult pe principii
generale de ameliorare si/sau corectie a sdnatdtii si a starii generale a omului.
Efectul acestui mod de tratare a bolnavilor cu MDD a determinat autorul spre
cercetarea respectivd — una si aceeasi listd de medicamente (metionina), prescrise
in scop de reabilitare, a avut un efect diferit asupra evolutiei maladiei la pacienti.

La etapa actuald de dezvoltare a geneticii medicale sunt necesare cercetari
clinico-genetice complexe pentru solutionarea problemelor legate de diagnostic,
pronosticul adecvat al evolutiei maladiei, consultarea medico-genetica efectiva si
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cautarea cdilor de corectie terapeutica pentru patologia datd. Rezultatele
cercetarii de fatd deschid posibilitdfi de pronosticare a procesului miopatic la un
anumit pacient, urmate de stabilirea particularitatilor de care se va tine cont la
aplicarea masurilor de corectie metabolica individuala.

Strategia de diagnostic molecular elaboratd de noi urmareste implementarea
evaludrii individuale a riscurilor pe baza testarii genetice (Figura 5.3). Strategia
consta in testarea genei distrofinei si a locilor polimorfi ai genelor modificatoare
si prognozarea evolutiei bolii. In viitor, tinind cont de schema propusi a
patogenezei, se va impune necesitatea cercetarii altor gene modificatoare (altor
retele genice locale).

Diagnosticarea pacientilor cu DMD/B prin cercetare molecular-genetica

| v

Determinarea deletiilor prin Determinarea variantelor genelor modificate
metoda MPCR in gena DMD l l l l
Prezenta deletiilor Lipsa deletiilor MTHFR MTRR || MTR eNOS
MLPA —Secventiere ce77T || A1208C || meec || A27s6G || 4a/4b

Confirmarea tipului mutatiei pe site-ul \
www.dmd.nl

|

Determinarea genotipurilor

In/Out of frame Point mut/dup '

v v

Prognozarea evolutiei bolii

Fig.5.4. Strategia de diagnostic molecular pentru personalizarea monitoringului
bolnavilor cu DMD/B

Aceasta lucrare faciliteaza elaborarea strategiei de diagnostic molecular care
este directionat spre identificarea particularitdtilor individuale ale bolnavilor si
personalizare monitoringului miopatiei:

1. Aprecierea individuald a riscurilor modificarilor patologice pe baza

testarii genetice.

2. Formarea grupurilor in functie de nivelul riscului.

3. Verificarea cu regularitate a indicatorilor starii actuale a organelor.
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4. Elaborarea unor masuri specifice, predominant cu caracter medicamentos,
care permit alegerea individuald a masurilor profilactice si servesc pentru
prevenirea dezvoltarii situatiilor critice pentru sanatate.

Astfel, in cadrul acestei lucrari au fost efectuate cercetari directionate spre
extinderea orizontului de cunoastere cu privire la procesele ce decurg in
organism in caz de miopatie si asigurarea utilizarii eficiente a datelor genetice
obtinute pentru sandtatea bolnavilor cu miopatie.

Prezenta lucrare este actuald datorita abordarii a doud aspecte importante in
medicind — aspectul teoretic si aspectul practic. Evaluarea efectului modificator
al sistemelor genetice asupra expresiei fenotipice a patologiei monogenice are o
importantd fundamentala pentru intelegerea patogeniei procesului miopatic.
Modelarea matematicd a permis aprecierea rolului si a importantei factorilor
genetici in raport cu timpul progresarii si efectuarea prognosticului privind
decurgerea procesului patologic.

Aspectul practic al lucrarii constd in modificarea substantiala a principiului
consultarii genetico-medicale — identificarea formelor clinice potential severe de
DMD/B. Neurologii vor avea posibilitatea de a selecta un tratament timpuriu
individualizat, iar in unele cazuri, va deveni posibild efectuarea terapiei de
prevenire la etapa presimptomatica a bolil.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Concluzii generale

1.

Pe baza cercetarilor clinico-genealogice si populational-genetice a fost creat
registrul patologiilor neuromusculare frecvent intilnite in Republica Moldova.
Frecventa acestor maladii constituie 23,5 la 100.000 de locuitori. Dintre formele
nosologice, frecventa miodistrofiei Duchenne/Becker a constituit 9,13; miodis-
trofiei centurilor — 5,3;distrofia musculara umar-scapulo-faciala — 0,76;
amiotrofiei neurale — 7,2; amiotrofiei spinale 8,43 la 100.000 de locuitori. A fost
stabilitd asocierea medie (p=0,48) intre numarul de cazuri de miodistrofie
Duchenne/Becker, amiotrofie spinald si neuropatic motosensoriala tip 1A cu
marimea $i compozitia nationald a populatiei din raioane.

Analizele molecular-genetice, efectuate in cadrul studiului demonstreaza, ca
pacientii cu distrofia musculara Duchenne/Becker in Republica Moldova se
caracterizeaza prin prezenta deletiilor a unui sau mai multi exoni (84,98%) cu
prevalenta deletiilor out-of-frame (61,7%); deletii mai mari de un exon au fost
gasite in 46,95% de cazuri, mutatii puncteforme (2,4%), deletii rare (2,8%).
Pentru prima data au fost identificate 20 de deletii, care nu au fost descrise
anterior in baza de date internationale DMD LOVD v. 3.0.

La 85% de pacienti cu amiotrofie spinalda din Republica Moldova au fost
identificate deletiile exonilor 7 gi/sau 8 ai genei SMN1, ceea ce corespunde cu
datele internationale. La 28% de pacienti din Republica Moldova a fost
identificata deletia concomitenta a exonilor 7 si 8 in gena SMNL1, ceea ce este mai
frecvent decat in alte populatii.

Populatia Republicii Moldova poate fi caracterizata printr-un nivel sporit de
heterozigozitate observatd dupa polimorfismele rs1801133 (Ho=0,43), rs1801131
(Ho=0,45), rs1801394 (Ho=0,44), si printr-un nivel mediu de heterozigotie pentru
rs1805087 (Ho=0,38) si eNOS 4a/4b (Ho=0,40), ceea ce indica posibilitatea
aplicarii acestor polimorfisme in practica cotidiana.

Aprecierea asocierii genotipurilor §i a riscului agravarii procesului miopatic a
relevat o valoare statistic semnificativa pentru purtdtorii homozigoti ai variantei
polimorfe G66G a genei MTRR (OR=7,20, 95% CI:1,84-61,81, p=0,039), pentru
purtatorii heterozigoti ai alelelor A2756G a genei MTR (OR=0,63, 95% CI:0,4-
0,99, p=0,045) si A1298C a genei MTHFR (OR=1,7, 95% CI:1,06-2,72, p=0.03),
si purtatorii alelei 4b a genei eNOS (OR=1,58, 95% CI:1,05-2,37, p=0,027).

Baza genetica a predispozitiei pentru progresarea procesului miopatic i
invalidizare timpurie (pina la 9 ani) este definita prin sinergie pronuntatd a
interactiunii intre genele MTHFR, MTR si eNOS.

Variantele polimorfe ale genelor MTHFR, MTR, MTRR si eNOS care contribuie
la formarea predispozitiei si la progresia procesului miopatic la nivel molecular,
sunt predictori importanti ai varstei de debut in stadiul 4 al bolii (gradul de
severitatea) procesului miopatic si actioneazd ca modificatori ai manifestarilor
clinice a DMD/B.
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Recomandari practice

|. La nivel national.

1. Completarea standardelor de pregatire a medicilor de diferite specialitati (medici
de familie, pediatri, neurologisi geneticieni) in institutiile de invatamant superior
medical cu informatia privind metodele diagnosticului predictiv si personalizat.

2. Elaborarea unui Protocol National Clinic, de diagnostic si de tratament a Distrofiei
Musculare Duchenne/Becker cu utilizatea datelor obtinute in cercetarea data.

3. Elaborarea Protocoalelor Nationale Clinice si de diagnostic in domeniul
neurogeneticii (amiotrofie spinald, miopatiilor progresive si congenitale,
metabolice, mitocondriale etc.).

I1. Pentru dezvoltarea geneticii umane in Republica Moldova:

4. Elaborarea unui Protocol Standardizat de diagnostic si de tratament a Distrofiel
Musculare Duchenne/Becker cu utilizatea datelor obtinute in prezenta cercetare
la nivelul secundar a asistentei medicale.

5. Formarea grupurilor bolnavilor cu DMD/B in functie de nivelul riscului
agravarii bolii prin identificarea formelor clinice potential severe de DMD/B
dupa tabelului de predictiei la nivelul secundar a asistentei medicale.

6. Aplicarea algoritmelor si Strategiei molecular-genetice elaborata in cadrul
prezentei cercetdri si dezvoltarea unor noi tehnologii molecular-genetice in
copul sporirii eficientei diagnosticarii bolnavilor cu patologii genetice la nivelul
tertiar a asistentei medicale.

PERSPECTIVE DE DEZVOLTARE ULTERIOARA A SUBIECTULUI

Datele cu privire la structura bolilor ereditare conditionate de patologia
neuromusculard in Moldova, obtinute in cadrul cercetarii, pot fi utilizate in procesul
de studiere a patogenezei unui mare grup de boli eterogene (miopatii mitocondriale,
polineuropatie demielinizantd, miopatie congenitald), dar mai important, in
dezvoltarea sistemelor de testare molecular-genetica a acestor maladii.

Frecventa sporita a aparitiei amiotrofiei spinale in Republica Moldova, impune
necesitatea continuarii activitatii de dezvoltare a metodelor molecular-genetice pentru
determinarea purtdtorilor mutatiilor de risc sporit al patologiei in cauza in cupluri,
ceea ce va reduce probabilitatea nasterii copiilor bolnavi. Totodatd, pentru
posibilitatea initierii in timp util a tratamentului, este necesara dezvoltarea si
implementarea screeningului neonatal de determinare a amiotrofiei spinale.

Continuarea studiului genelor modificatoare in miodistrofia Duchenne si
utilizarea abordari stiintifice odata initiate si in studierea altor patologii monogene
pentru clarificarea patogenezei acestor boli.
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ADNOTARE
Victoria Sacarai. ,,Particularitatile molecular-genetice ale patologiilor neuromusculare
frecvent intalnite in Republica Moldova”
Teza de doctor habilitat in stiinte biologice. Chisinau, 2019

Structura tezei: Teza include introducere, 5 capitole, sinteza rezultatelor obtinute, concluzii
generale, recomandari practice, bibliografia din 306 surse. Lucrarea este expusa pe 188 pagini text
de baza, contine 40 figuri, 24 tabele, 4 algoritme, 16 anexe. Rezultatele obtinute sunt publicate in 76
lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: genetica moleculara, geneticd medicald, polimorfism genetic, modelare,
prognozare, predictie, personalizare.

Domeniul de studiu: genetica umana, biologie moleculara si genetica medicala.

Scopul studiului a constat in analiza particularitatilor genetice ale maladiilor neuromusculare
frecvent intalnite in Republica Moldova si elaborarea unei strategii de diagnostic molecular-
genetic individualizat pentru monitorizarea pacientilor cu DMD/B.

Obiectivele studiului: 1. Stabilirea spectrului si frecventilor relative ale celor mai raspandite
forme de boli neuromusculare intr-un esantion de pacienti din Republica Moldova. 2.
Identificarea particularitatilor genetice ale ,,nucleului” bolilor neuromusculare (miodistrofia
Duchenne/Becker — DMD/B, amiotrofia spinald — SMA, neuropatia motosenzoriala ereditara
tip 1A — NSME 1A) si elaborarea unor algoritme de diagnostic molecular.3.Elucidarea
particularitatilor populational-genetice ale distributiei frecventelor alelelor polimorfe ale
genelor MTHFR (C677T, A1298C), MTR (A2756G), MTRR (A66G), eNOS (4a/4b) in grupul
de cercetare si in cel de control. 4.Stabilirea contributiei variantelor polimorfe ale genelor
cercetate in determinarea riscului genetic de evolutie rapidd a procesului miopatic la pacientii
cu DMD. 5.Determinarea tipului si fortei de interactiune intergenice a polimorfismelor genelor
studiate la pacientii cu ratele diferite de progresie a DMD. 6.Elaborarea strategiei de diagnostic
molecular, luand in considerare caracteristicile individuale ale pacientilor cu DMD pentru
predictia evolutiei si personalizarea tratamentului.

Metodologia: doua tipuri de studiu — studiul retrospectiv de cohorta si studiul caz-control.
Noutatea si originalitatea stiintificaA a lucrdrii constd in aprecierea frecventei relative a
patologiilor neuromusculare in cadrul populatiei Republicii Moldova (23,5:100000). In premiera a
fost stabilitd frecventa alelelor polimorfice a genelor MTHFR, MTRR, MTR, eNOS in cadrul
grupului de bolnavi cu DMD si de control. Pentru prima data a fost determinata influenta genelor
modificatoare asupra patogenezei MDD/B. A fost argumentat sistemul de prognozare a graviditatii
decurgerii bolii la copiii cu DMD/B, bazat pe analiza impactului deletiilor in gena DMD si a datelor
privind genotiparea polimorfismelor genelor MTHFR, MTR, MTRR si eNOS.

Rezultatele principale noi pentru stiintd si practica. Au fost studiate tipurile si puterea de
interactiune a patternului genelor MTHFR, MTR, MTRR si eNOS in DMDY/B, a fost determinat rolul
lor in patogeneza, concomitent cu mutatiile din gena DMD 1n cazul progresarii procesului patologic
la diferite varste (9 si 12 ani), ca un criteriu gravitatii procesului miopatic.

Importanta teoretica a lucrarii constd n propunerea unei scheme noi de dezvoltare a procesului
miopatic, ce va permite elaborarea metodelor de tratament individualizat. Pentru 3 forme
nozologice este demonstratd prezenta mutatiilor majore in genele corespunzatoare si frecventele lor
la bolnavi.

Valoarea aplicativi a lucririi. Au fost introduse algoritme clinico-diagnostice si molecular-
genetice de diagnosticare a maladiilor neuromusculare ereditare frecvent intalnite iIn Republica
Moldova. A fost elaborata o strategie de diagnostic molecular pentru un monitoring personalizat al
pacientilor cu DMD/B.

Implementarea rezultatelor obtinute. Rezultatele cercetarii sunt aplicate in lucrul practic al
Laboratorului de Genetica Moleculara Umana si al sectiilor neurologice ale IMSP IMC.
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PE3IOME
Caxapa Buxkropus. «MoJjiekyJIsIpHO-TeHeTHYeCKHEe 0COOCHHOCTH YaCThIX HEPBHO-
MblIIeYHbIX naTosoruii B Pecnydmke MosoBay.

Juccepranys 1OKTOpa XabuiauTaT Ononornyeckux Hayk, r.Kummunsy, 2019 1.
CTpykTypa AuccepTaumMm: BBEICHHUE, 5 IJIaB, CHHTE3 MOJIyYEHHBIX PE3yJIbTaTOB, OOIIME BHIBOIBI
U TPAaKTUYECKUE PEKOMEHIAINH, CIHCOK JHTepaTypsl, BkItodaromuii 306 ucrounukos, 188
OCHOBHBIX cTpaHuIl Tekcta, 40 pucyHkoB, 24 Tabnuil, AW3aiiH WCCIenoBaHus, 4 anroputMma, 16
MPUIIOKEHUH. Pe3ynbTaThl nccnenoBanus omyOIMKOBaHbI B 76 HaAyYHBIX paboTax.

KnioueBble ciioBa: MONEKYyJsIpHAs W MEIUIMHCKAas TEHETHKA, T€HETUYECKHH MOIMMOPQH3M,
MOJZIETTMPOBAaHUE, TPOrHO3UPOBAHNUE, MIPECKA3aTENbHOCTh, HEPCOHU(DUKALINSL.

O0aacTb McciIe]0BAHNS :TCHETHKA YeJI0OBEKA, MOJICKYJISIpHAst OMOJIOTHS M MEAUITMHCKAs TEHETHKA.
Heab: OIEHUTH TEHETUYECKHE OCOOEHHOCTH HEPBHO-MBIIICYHBIX 3a00J]€BaHUM, YacTo
BcTpevaronuxcs B Pecnybnmke Momiosa, pa3padorats 3(h()EeKTUBHOM CTpaTerud MOJIEKYJISIPHO-
TeHETHYECKON TUArHOCTHKH IS IEPCOHATM3UPOBAHHOTO MOHUTOpHHTa aneHToB 1 MJ1J1/b.
3anaun ucciaenoBanus. 1.OLEHUTH CIEKTp U paclpOCTPaHEHHOCTh Hambosee 4acTbiX (GopM
HACJI/ICTBEHHBIX HEPBHO-MBIILIEYHBIX 3a00JeBaHUMil B BbIOOpKE mMauueHToB B PecmyOmuke
MomnoBa; 2.YCTaHOBHTh TeHETHYECKHE OCOOCHHOCTH "snpa" HEPBHO-MBIINICYHBIX MATOJIOTHUI
(Muomuctpogus Jromenna-bekkepa, ciuHaabHas aMUOTPOQHs, HACIEACTBEHHAs] MOTOCEHCOpHAsI
Helipornatus Tuma 1A) U pa3paboTaTh MOJEKYISPHO-AMATHOCTUYECKUE aITOPUTMBI; 3.BBIIBUTH
MO ISIIIMOHHO-TEHETUYECKIUE OCOOCHHOCTH PACTpeeNeHus] TOMMMOPGHBIX ajuleiell TEHOB
MTHFR (C677T, A1298C), MTR (A2756G), MTRR (A66G), eNOS (4a/4b) B uccienoBaTenbckoi
(marmenter MJIJ1/B) u xoHTponpHOM Tpymmax; 4.M3yunTh BKIIAJ HCCIETYEMBIX MOIMMOPQHBIX
BAapUAHTOB T'€HOB B OIPEICIICHUM TEHETUYECKOTO PHUCKA OBICTPOrO Pa3BUTHS MHOMATHYIECKOTO
npouecca Ha npumepe MJUI; 5.0npeaenuts TUN M CHIy MEXKI€HHOIO B3aWMOJCHCTBUS Y
narmeHToB ¢ MJIJI/b mpu pasHoil crieTeHM TporpeccupoBaHus 3a0oseBanus; 6.Paspaborath
CTPAaTErvi0 MOJIEKYJIIPHOM JMarHOCTUKH, YYHMTBHIBAIOLIYIO WHIUBUIyaJbHbIE OCOOCHHOCTU
MAIMEHTOB B CBETE MPOTHO3a U MEPCOHATU3UPOBAHHOIO JICUEHHUSL.

MetopnoJiorusi: Ba TUIIA UCCIIEJOBAHUS - PETPOCIEKTUBHOE KOTOPTHOE MCCIIEIOBAaHUE U CITyYaii-
KOHTPOJTb.

HayuHoii HOBU3HOW M OPUTHHAJIBLHOCTBIO PA0OThI SBISETCA OLEHKA OTHOCHUTEIBHOM YacTOTHI
HEPBHO-MBIIICYHBIX MATONOTHH B momyisiuu Pecmyomuku Mommosa (23,5: 100000). Briepsbie
ObuT ompenenena yactota nmomumopduex ayurenerr reHoB MTHFR, MTRR, MTR, eNOS B rpynme
6ompabIx MJJI/B m KOHTpOnbHONM rpymie. BrepBble YCTaHOBIEHO BIHMSHUE TI'€HOB-
Momudukaropos Ha mnatorene3 MJIJI/b. Ilpemnokena cucrema NPOTHO3UPOBAHUS TEUEHHS
3aboneBanus y aereit ¢ MJIJ1/b, ocHoBanHast Ha aHanu3e BIUsHUA Aeieunu B reHe DMD u nannbIx
reHOTHITUpoBaHus st nonmumopduzmoB renoB MTHFR, MTR, MTRR u eNOS.

OcHoBHbIE pe3yJbTaThl JUIA HAYKM W NpPakTukW. [Ipu ycTaHOBIEHMM pOJM TEHOB-
MOJM(HUKATOPOB B MAaTOTeHe3e ObLIM M3yUYCHBI TUIBI U CHJIa B3aUMOJICHCTBHS MATTEPHOB T'€HOB
MTHFR, MTR, MTRR u eNOS npu MJI/I/b, onpeznencHa ux poib B IAaTOreHE3e HApsAy C
MmytaimsiMu B reHe DMD B cityuae mporpeccrpoBanusl MaTojoruy B pasHbIX Bo3pactax (9 m 12
JIeT) KaK KPUTEPUI TSHKECTH 3a00JICaHusl.

TeopeTuyeckasi 3HAYNMOCTH PAOOTHI COCTOMT B TIPEJIOKEHUM HOBOTO B3IJISIIa HA MATOICHE3 MHO-
TIaTHH, TO3BOJISFOILIETO pa3paboTaTh MHUBUTyaIbHbIE METOAbI KOppeKLMH. [I1st TpEX HO30JI0rMUEeCKIX
(opM onpe/ierieHbl YacTble MyTalMi B COOTBETCTBYIOIIMX I'€HAX U MX YAaCTOTHI Y ITAIMEHTOB.
IIpakTH4yeckasi 3HAYMMOCTb Pa0dOTHI. BHEAPEHBI KIMHUKO-AMATHOCTUYECKUE U MOJIEKYJISIPHO-
TEHETUYECKHE AITOPUTMBl JMAarHOCTUKU HACJEICTBEHHBIX HEPBHO-MBIIICUYHBIX 3a00JI€BaHUH,
yacTo BcTpevaroumxcs B PecrmyOnuke MonjgoBa, u paspaboTaHa cTpaTerusi MOJEKYJISPHON
JMarHOCTUKY ¥ TIEPCOHAM3NPOBAHHOTO MOHUTOpHHTA TarmeHToB ¢ M/IJ1/b.

Peanmzanusi pe3ysbTaTtoB. Pe3ynbraThl nMccienoBaHMsS NPUMEHSIOTCS B MPAKTUYECKO pabote
JabopaTopuu MOJIEKYJISIPHON T'eHETHKH YesioBeKa U HeBposiorndeckux otaenennii IMSP IMC.
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SUMMARY
Sacara Victoria. ,, The molecular-genetic features of the neuro-muscular pathologies
frequently encountered in the Republic of Moldova”.
Thesis of doctor of science in biology. Chisinau, 2019.
Thesis structure: introduction, 5 chapters, obtained results synthesis, general conclusions,
practical recommendations, bibliography of 306 titles, 188 pages basic text, 40 images, 24
tables, 4 algorithms, 16 annexes. Study results were published in 76 scientific papers.
Keywords: molecular genetics, medical genetics, genetic polymorphism, modeling, prognosis,
prediction, personification.
The field of study: human genetics, molecular biology and medical genetics.
Goal: Genetic features appreciation of neuromuscular diseases in the Republic of Moldova and
an efficient molecular-genetic diagnostic strategy elaboration for personalized patients
monitoring.
Study objectives: 1. Spectrum and relative frequencies appreciation of the most frequent
hereditary neuromuscular diseases forms in a group of patients in Republic of Moldova. 2.
Genetic features evaluation of neuromuscular pathologies "nucleus" (Duchenne/Becker's
myodistrophy, spinal amyotrophy, type 1A hereditary motosensory neuropathy) and molecular
diagnostic algorithms elaboration. 3. To study the population-genetic features of polymorphic
allele distribution of MTHFR (C677T, A1298C), MTR (A2756G), MTRR (A66G) and eNOS
(4a/4b) genes in the research (D/BMD patients) and control groups. 4. Investigated genes
polymorphic variants contribution study for the genetic risk determination of myopathic process
rapid evolution. 5. Studied genes polymorphisms interactions type and power determination in
D/BMD patients at the different stage of disease. 6. Develop a molecular diagnosis strategy that
would include pacients individual characteristics for predictive and personalized medicine.
Methodology: Two types of study - retrospective cohort and case-control studies.
Thesis scientific novelty and originality consists of relative frequency of neuromuscular
pathologies assessment in the Republic of Moldova population (23,5: 100000). For the first
time polymorfic allele frequencies of MTHFR, MTRR, MTR and eNOS genes in the D/BMD and
control group were determined. For the first time modifying genes influence on the
pathogenesis of D/BMD was determined. The disease prognosis system in children with
D/BMD was argued based on DMD deletion gene type impact analysis and genotyping data for
MTHFR, MTR, MTRR and eNOS gene polymorphisms.
The main new results for science and practice. The types and the interaction power of the
MTHFR, MTR, MTRR, and eNOS gene patterns in D/BMD were studied and their role in
pathogenesis was determined along with mutations in the DMD gene in case of pathologic
progression at different ages (9 and 12 years) as a criterion for the gravity of the myopathic
process.
Thesis theoretical value consists of a new proposed scheme for myopathic process
development, allowing individualized treatment. Major mutations in the corresponding genes
and their frequencies in a group of patients were determined for 3 nozological forms.
Research applicative value: Clinical-diagnostic and molecular-genetic algorithms for the
diagnosis of frequently encountered hereditary neuromuscular diseases in Republic of Moldova
have been implemented. A molecular-diagnostic strategy for personalized D/BMD patients
monitoring has been developed.
Results implementation. Research results were applied in the practice of the Laboratory of
Human Molecular Genetics and neurology departments of IMSP IMC.
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LISTA ABREVIERILOR

ADN — acid dezoxiribonucleic

BESN — boala ereditara a sistemului nervos
CFM- ciclul folat metioninic

CMG - consiliere medico-genetice

CMT - boala Charcot-Marie-Tooth
CSRGM - Centrul de Sanatate a
Reproducerii si Geneticd Medicala

DMB — distrofie musculara Becker

DMD - distrofie musculara Duchenne
DMD/B — distrofie musculard Duchenne/
Becker

DP — diagnostic prenatal

EHW —echilibru Hardy-Weinberg

eNOS - gena sintetazei endoteliale de oxid
nitric

GCFM - genele ciclului folat si celui
metioninic

IMSP IM si C- Institutul Mamei si Copilului
LGMU-laborator de Genetica Moleculara
Umana

LOVD - Leiden open variation database
LHW —legea Hardy-Weinberg
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MDR - Multifactor dimensionality reduction
MESN — maladii ereditare ale sistemului
nervos

MLPA — Multiple Ligation Probe
Amplification

MPCR — reactia multiplex de polimerizare in
lang

MTHFR — metilentetrahidrofolatreductaza
MTR — metionin-sintaza

MTRR — metionin-sintaza-reductaza
NGS-secventierea de noud generatie

NSME — neuropatie senzitivo-motorie
ereditara

PCR - reactie de polimerizare in lant

PMP 22 — peripheral myelin protein 22
RLFP — polimorfismul lungimii fragmentelor
de restrictie

SMA — distrofie musculara spinald

SMN - (gena) Survival Motor Neuron

SNP — Single Nucleotid Polymorphism
WGCNA — Weighted correlation network

analysis
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