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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: geneticd moleculard, genetica medicala, 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 rapida 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 stiintifica a lucrarii constd in aprecierea frecventei relative a patologiilor
neuromusculare in cadrul populatiei Republicii Moldova (23,5:100000). in premiera a fost stabilita frecventa
alelelor polimorfice a genelor MTHFR, MTRR, MTR, eNOS in cadrul grupului de bolnavi cu DMD si de control.
Pentru prima data a fost determinatd 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 stiinta si practica. Au fost studiate tipurile si puterea de interactiune a
patternului genelor MTHFR, MTR, MTRR si eNOS in DMD/B, a fost determinat rolul lor in patogeneza,
concomitent cu mutatiile din gena DMD in cazul progresarii procesului patologic la diferite varste (9 si 12 ani),
ca un criteriu gravitatii procesului miopatic.

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

Valoarea aplicativa a lucrarii. Au fost introduse algoritme clinico-diagnostice si molecular-genetice de
diagnosticare a maladiilor neuromusculare ereditare frecvent intalnite in 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.



PE3IOME
Cakap3 Bukropusi. «MoJieKyJIsIpHO-TeHeTH4eCKHe 0CO0eHHOCTH YacThIX HEPBHO-MbIIIEYHBIX
narosoruii B Pecnyosmke MosgoBay.
Juccepramms mokTopa XabmimTar OHOIOTHYecKrX Hayk, T.Kummaay, 2019 r.
CrpykTypa auccepTranum: BBEACHHE, 5 TIJaB, CHHTE3 IOJYYEHHBIX pE3YJIbTAaTOB, OOIIME BHIBOABI U
MPaKTUYECKUE PEKOMEH/IAINH, CIIUCOK JINTEPaTyphl, BKItoUaronmii 306 UcTOYHUKOB, 188 OCHOBHBIX CTpaHMIL
Tekcra, 40 pucyHKOB, 24 TaOnuil, IU3aiiH WCClenoBaHus, 4 anroputMa, 16 npuioxeHuid. Pe3yiabraThl
HCCIIeIOBAHUS OITyOJIMKOBaHBI B 76 HAyYHBIX paboTax.
KiroueBble ci10Ba: MONEKyISIpHAs M MEIUIIMHCKAS TeHETHKA, TCHETHIECKUHA TOTMMOP(H3M, MOICITNPOBAHHUE,
MPOTHO3UPOBAHHUE, MIPEICKA3aTENbHOCTD, IEPCOHN(PUKAIINSL.
O0nacTh ucc/IeI0BAHUS :TCHETHKA YETIOBEKa, MOJIEKYIISIPHAS OMOJIOTHS ¥ MEIMIIMHCKAs TeHETHKA.
Leab: OLEHUTH TEHETUYECKHE OCOOCHHOCTH HEPBHO-MBIIICYHBIX 3a00JICBAaHWH, YacTO BCTPEYAIOIIMXCS B
Pecniybnuke MonpnoBa, pazpabotats 3QpeKTUBHONI CTpaTeruu MOJEKYISPHO-TEHETHIECKOH AUarHOCTHKU IS
TIEPCOHATM3UPOBAHHOTO MOHUTOPHHTA TareHToB ¥t M/J1/1/b.
3amaun  uccaenoBanusi: 1.OUEHUTH CHEKTp U PaclpOCTpaHEHHOCTh HamOoJee 4YacThiXx (opMm
HACJIEICTBEHHBIX HEPBHO-MBIIIEYHBIX 3a00JIeBaHUIl B BBIOOpKEe mManueHTOB B PecmyOmmke Momnmosa;
2.YCTaHOBHUTh TEHETHYECKHE OCOOEHHOCTH "siipa" HEPBHO-MBIIMICYHBIX MATONOTHHA (MHOAUCTPOGUS
Hromenna-bekkepa, ciuHaigbHas aMHOTPO(dUs, HACIEACTBEHHAs MOTOCCHCOpHAas Heliponarus tuna 1A) u
pa3paboTaTh MOJEKYISPHO-TUATHOCTHYECKAE aNTOpPUTMBL, 3.BBISBUTH MOMYJSIIMOHHO-TEHETUYECKHUE
0COOEHHOCTH pacmhpezaeacHus monumopdHeix amieneit rekoB MTHFR (C677T, A1298C), MTR (A2756G),
MTRR (A66G), eNOS (4a/4b) B wuccnenoBarenbckoii (mampentsl MJIJI/B) W KOHTPOJBHOM TIpyrmax;
4 V3yuuTh BKJIAJ UCCIEAYEMBIX MOIMMOPGHBIX BapHAHTOB T'€HOB B ONpEICIICHUH T€HETUYECKOTO PUCKa
OBICTPOrO pa3BUTHS MHUOMATUYECKOrO mporecca Ha mnpumepe MJJl; 5.0mpenenuts THN W CHIY
MEXTEeHHOTO B3amMopeWcTBus y mnammeHtoB ¢ MJJI/b mpu pasHOW crHeTeHH NporpeccupoBaHUs
3aboseBanus; 6.Pa3paboTars cTpaTeruio MOJEKYISAPHON TUArHOCTHKH, YYUTHIBAIOIIYI0 WHAWBUAYaIbHEBIC
0COOCHHOCTH TAIIEHTOB B CBETE MIPOTHO3a M NEPCOHAIM3UPOBAHHOTO JICYECHUSI.
MeTom0J10rHsI: 1Ba THIA UCCIIEIOBAHUS - PETPOCIIEKTHBHOE KOTOPTHOE HICCIIEIOBAHHE H CITydai-KOHTPOIIb.
Hay4yHoii HOBM3HOH W OPUIHHAJILHOCTBLIO PAa0OTHI SBISETCS OlEHKAa OTHOCHTENIFHOM YacTOTHI HEPBHO-
MBIIIIEYHBIX TIATOJIOTHH B Tomynsimu Pecnyonmkn Momgosa (23,5: 100000). Briepeeie Obin ompenenena
yactota mnoiumMopdueix amieneir renoB MTHFR, MTRR, MTR, eNOS B rpynme GomsHbix MJJI/B u
KOHTPOJILHOH TpyIie. BriepBble yCTaHOBIEHO BIMSIHME TeHOB-MoaupukartopoB Ha marorenes MJJI/B.
[IpennokeHa crucrema MPOTrHO3MPOBaHUs TedueHHs 3a0oieBanus y nereil ¢ MJIJI/b, ocHoBaHHast Ha aHanM3e
BiMsiHMS jeieiuu B TeHe DMD u panHHbIX reHOTHIIMpoBaHus ajsl nojuMopdusmo renos MTHFR, MTR,
MTRR u eNOS.
OcHoBHBIE pe3yJbTaThl JJsl HAYKH W MPAKTHKU. [Ipy yCTaHOBIEHHWH PONHM T€HOB-MOAM(PHKATOPOB B
NaToreHe3e ObUIM M3YUCHBI THIThI M CHJIa B3auMoieicTBHs natrepHoB reHoB MTHFR, MTR, MTRR u eNOS tipu
MJIJI/b, onpenenena ux polib B aToreHe3e Hapsmy ¢ Myranusmu B reHe DMD B ciryuae nporpeccupoBaHus
MATOJOTHH B pa3HbIX Bo3pacTax (9 u 12 jeT) Kak KpUTEpHid TSHKECTH 3a00JICaHHs.
Teopernyeckass 3HAYUMOCTH PaOOTHI COCTOMT B TPEAJIOKEHHH HOBOTO B3IJIS[a HA IATOreHe3 MHUOIIATHUH,
TIO3BOJISIFOIIIETO  Pa3pad0TaTh WHIMBHIYAIbHBIE METOMBl Koppekuuu. [l Tpéx Hozomormyeckux ¢Gopm
OITpE/IENIEHbI YacThle MyTallii B COOTBETCTBYIOIIHMX T'€HAX U MX YaCTOTHI y TIAIMEHTOB.
IIpakTHyeckast 3HAYNMOCTBL padoThl. BHENPEHBI KIMHUKO-IHarHOCTUYECKUE U MOJIEKYIISIPHO-TEHETHIECKHUE
ITOPUTMBI JTMarHOCTHKHM HACJIEJICTBEHHBIX HEPBHO-MBIIIEYHBIX 3a00J7€BaHUM, YacTO BCTPEYAIOIIMXCS B
Pecniybnmke MonpmoBa, 1 paspaboTaHa cTpaTerdsi MOJISKYJISIPHOM JHArHOCTHKH W TEPCOHAM3UPOBAHHOTO
MOHMTOpHUHTa nanuenToB ¢ MJI1/b.
Peanmm3zanmsi pe3yabTaToB. Pe3ynbTaThl HCCiIeIOBaHUs IPUMEHSIOTCS B MPAKTUYECKOH paboTe 1aboparopun
MOJIEKYJISIPHOM F€HETUKHU YeIOBEKa U HEBPOJIOrHueckux otaeenuii IMSP IMC.



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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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei abordate

Aceasta lucrare abordeaza o tema din domeniul modern al stiintei ce se afla la intersectia a
doua discipline: medicina (neurologia si genetica medicald) si biologia (genetica umana si biologia
moleculard). Maladiile ereditare ale sistemului nervos (MESN), datoritd polimorfismelor clinice
pe care le prezinta si eterogenitatii genetice, greu se supun diagnosticului si clasificarii. Subgrupa
maladiilor ereditare ale sistemului nervos include peste 2.400 de maladii diferite, cu frecventa de
1:2000 [1]. Patologiile ereditare neuromusculare (PENM) reprezintd o grupa eterogena a
maladiilor ereditare progresive si degenerative ale sistemului nervos, care se bazeaza pe structuri
ale unitatii de miscare (neuroni motori din maduva spinarii, nervul periferic, fasciculul muscular),
sunt determinate genetic si se manifestd mai frecvent in copilarie si adolescenta [2]. PENM
constituie o cotd considerabild printre patalogiile monogenice si ocupa, dupa frecventa, unul dintre
primele locuri in Europa [3] si in tarile CSI [4]. Nivelul ridicat de invaliditate timpurie, limitarea
duratei de viata in urma insuficientei cardio-respiratorii[5], dereglarea aparatului locomotor [6], a
somnului, determina exclusiv importanta medicala si social-economica a acestei probleme [7]. Cea
mai eficienta metoda de tratare a acestor boli este consilierea genetica medicala si prevenirea
cazurilor repetate de boald in 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 bazeaza in mare masurd pe utilizarea tehnologiilor molecular-genetice. Astfel, prin
metodele moderne de analizd a ADN-ului devine posibila stabilirea structurii genetice exactd a
bolilor ereditare in populatiile studiate, ceea ce are o importantd deosebita pentru organizarea
asistentei medicale si planificarea volumului de asistenta medico-genetica pentru populatia din
anumite regiuni ale Republicii Moldova.

Prezenta lucrare este actuald datoritd abordarii a doua aspecte importante in medicind —
aspectul teoretic si aspectul practic. Studierea caracteristicilor genetico-epidemiologice si
molecular-genetice ale bolilor neuromusculare frecvent intalnite la populatia Republicii Moldova
este primul studiu de acest gen. Evaluarea efectului modificator al sistemelor genetice asupra
expresiei fenotipice a patologiei monogenice are 0 importanta fundamentala pentru intelegerea
patogeniei procesului miopatic. Modelarea matematica a permis aprecierea rolului si @ importantei
factorilor genetici in raport cu timpul progresarii si efectuarea prognosticului privind decurgerea
procesului patologic. Aspectul practic al lucrarii constd in modificarea substantiald a principiului

consultdrii genetico-medicale — identificarea formelor clinice potential severe de DMD/B.
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Neurologii vor avea posibilitatea de a selecta un tratament timpuriu individualizat, iar, in unele
cazuri, va deveni posibild efectuarea terapiei de prevenire 1n etapa presimptomatica a bolii.

Devine clar ca, la etapa actuala de dezvoltare a geneticii medicale, sunt necesare cercetari
clinice si genetice cuprinzatoare pentru a rezolva problemele de diagnostic, pentru a prognoza
decurgerea corespunzatoare a bolilor, pentru o consiliere genetica eficientd si gasirea unor
modalitati de corectie terapeutica a acestei patologii. Rezultatele cercetarii de fata ofera posibilitati
pentru a reflecta caracteristicile individuale ale pacientilor prin prisma medicinei de predictie si
medicinei personalizate.

Descrierea situatiei in domeniul de investigare si identificarea problemelor de
cercetare

Neurogenetica clinica se refera la acele domenii ale neurologiei moderne in care au avut loc
cele mai semnificative modificari in ultimele decenii. In primul rind, se are in vedere
implementarea in medicina a ideologiei si tehnologiei geneticii moleculare, ceea ce a constituit o
adevarata revolutie in domeniul diagnosticului afectiunilor ereditare monogene ale sistemului
nervos [8]. O schimbare fundamentala in diagnosticarea maladiilor ereditare monogenice s-a
produs datoritd introducerii metodelor molecular-genetice in medicind, bazate pe strategia
identificarii locilor genetici [9], asociati cu bolile monogenice neuromusculare.

Anual, ultima editie a revistei ,,Neuromuscular Diseases” publicd o actualizare a listei
maladiilor musculare monogene in functie de defectul genetic primar [10]. in versiunea on-line
din data de 1.01.2018 se contin 16 grupe de maladii neuromusculare, sunt incluse 870 de boli, 483
de gene diferite (dintre care 52 gene codifica proteine mitocondriale) si 71 de loci cartati, care sunt
in asteptarea identificarii genei [http://musclegenetable.fr/].

in anul 2011, s-a incheiat realizarea Proiectului »NMD-Chip”, care a unificat activitatea a 13
grupuri stiintifice din opt state europene, directionatd spre crearea tehnologiei de diagnostic al
PENM prin metode moleculare, extrem de sensibile, eficiente si productive. Cercetarile s-au
desfasurat in doua directii: identificarea noilor mutatii in diferite populatii ale Europei, cu crearea
unei baze unice de date si productia de chip-uri de diagnostic pentru ingrijirea practica a sanatatii.
Colaboratorii din reteaua globala de cercetare a patologiilor neuromusculare TREAT-NMD, unde
participd si Republica Moldova, au elaborat standarde pentru diagnosticarea genetica, depistarea
biomarkerilor si pentru ingrijirea pacientilor cu BESN. Astfel, in cadrul Proiectului ,,Human
Variom Project (HVP)” s-a discutat despre importanta utilizarii bazelor de date pentru cercetari
stiintifice si aplicari practice [11].

Baza de date UMD-DMD este un exemplu de baza de date existenta in Franta [12],

fundamentatd pe analiza genotip—fenotip la unele esantioane mari de pacienti cu distrofie
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musculara Duchenne [3]. Descoperita in anul 1986, gena distrofina DMD si mutatiile ei, ce

provoaca diferite forme clinice de miodistrofie Duchenne si Becker (DMD/B), raman un subiect

actual pentru institutiile stiintifice [13]

Dupa circa 25 de ani de urmarire si gestionare a pacientilor cu MESN, in Republica
Moldova au fost create registrul si biobanca familiilor cu patologii ereditare neuromusculare.
Acest registru permite realizarea monitoringului familiilor cu risc sporit de patologie ereditara
neuromusculara si identificarea necesitatii de efectuare a diagnosticului prenatal in anumite
raioane ale republicii [14]. Efectuarea analizei molecular-genetice permite evidentierea
caracteristicilor patologiilor neuromusculare ereditare in regiune, elaborarea unui algoritm eficient
de diagnostic al ADN la pacientii din Republica Moldova si desfasurarea analizei comparative cu
alte tari a frecventelor de aparitie a mutatiilor [15]. Observarea si monitorizarea pe termen lung a
pacientilor cu DMD/B ne-a permis sa formulam urmaétoarea ipoteza stiintifica: prezenta unor
mutatii compuse specifice in genele modificatoare schimba puterea si tipul de interactiune
intergenica ce afecteaza rata de progresare si, respectiv, patogenia miopatiei. Prin aplicarea
terapiei standardizate de reabilitare, inclusiv prin administrarea metioninei, s-a constatat o rata
diferita a procesului de progresare miopatica (o varsta diferitd de plasare in scaunul cu rotile) la
pacientii cu aceleasi mutatii in gena distrofinei. Acest fapt a stat la baza cercetarii genetice
efectuate asupra polimorfismelor genelor ciclului folat (MTHFR), ciclului metioninic (MTR,
MTRR) si genei functiei endoteliale (eNOS), pentru a determina rolul lor in evolutia miopatiei.
Evaluarea efectelor modificatoare ale unor sisteme genetice asupra expresiei fenotipice a
patologiei monogenice are o importanta fundamentald pentru intelegerea patogeniei procesului
miopatic [16].

Scopul studiului a constat in analiza particularitatilor genetice ale maladiilor
neuromusculare frecvent intdlnite 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 (miodistrofia
Duchenne/Becker — DMD/B, amiotrofia spinala — SMA, neuropatia motosenzoriald 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.
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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.
Elaborarea strategiei de diagnostic molecular, luand in considerare caracteristicile
individuale ale pacientilor cu DMD/B pentru predictia evolutiei si personalizarea tratamentului.
Metodologia cercetirii stiintifice
Cercetarea de fata a fost efectuatda in cadrul IMSP Institutului Mamei si Copilului
(Laboratorului de Genetica Moleculara Umana), Centrului de Sanatate a Reproducerii si Genetica
Medicala, unicul Centrul de Genetica din republicd, unde se concentreaza pacientii suspectati la

maladii genetice. Design-ul studiului stiintific este prezentat in Figura 1.

I. Studiul retrospectiv de cohort a maladiilor
ereditare ale sistemului nervos in RM
(n=1587)

A4

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

III. Cercetari molecular-genetice a maladiilor
neuromusculare frecvent intalnite

Bolnavi
NSME 1A
(n=106)

Bolnavi
SMA
(n=142)

Bolnavi
DMD/B
(n=213)

Identificarea particularitiitile 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 evolutiei procesului
a datelor miopatic

Fig. 1. Design-ul studiului stiintific
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Pentru solutionarea sarcinilor propuse au fost utilizate urmatoarele metode: clinico-
genealogice, biochimice, electrofiziologice, analiza spectrului nozologic (prevalenta/frecventele
relative ale bolilor sunt prezentate in conformitate cu standardele internationale la 100.000 de
populatie [www.orpha.net] si molecular-genetice (metodele de baza in identificarea mutatiilor:
reactia de polimerizare in lant (PCR) [17], PCR multiplex (MPCR) si polimorfismul lungimii
fragmentelor de restrictie (RFLP) [14], MLPA au fost efectuate in 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 [18].
Pentru prelucrarea statistica a datelor au fost folosite programele Microsoft Excel 2010 si MDR
(3.02) [19][20] si resurse web: www.gen-exp.ru, Www.r-project.org.

Noutatea si originalitatea stiintifici a rezultatelor obtinute din lucrare cuprinde
monitoringul de lungd durata a bolilor ereditare ale sistemului nervos si pe baza abordarii
populationale cu utilizarea metodei clinico-epidemiologice, efectuarea cercetarii privind spectrul,
raspandirea si aprecierea frecventei relative a patologiilor neuromusculare in cadrul populatiei
Republicii Moldova (23,5:100000). A fost folosit conceptul de ,nucleu” al patologiei
neuromusculare (3 forme nozologice: DMD/B, SMA, CMT 1A), in calitate de caracteristicd a
geneticii medicale importantd pentru analiza comparativa a populatiilor panmictice. A fost
remarcata agravarea patologiei neuromusculare autozomale si X-linkate, in functie de raioanele
republicii.

Au fost obtinute date noi despre particularitatile molecular-genetice ale miodistrofiei
Duchenne, amiotrofiei spinale si neuropatiei motosenzoriale ereditare tip 1A pe un esantion de
pacienti din Republica Moldova investigati. Au fost depistate 6 tipuri rare de deletii, 16 deletii
duble si 4 deletii noi la pacientii cu miodistrofia Duchenne, care lipseau in baza de mutatii a
patologiilor neuromusculare DMD-LOVD v3.0 (update 08.12.2018). 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.

In premierd a fost stabilita frecventa genotipurilor si alelelor a genelor MTHFR, MTRR,
MTR, eNOS in cadrul grupului de bolnavi cu DMD/B si de control.

A fost inaintatd ipoteza influentei modificatoare a genelor ciclurilor folat si metioninic
(GCFM) si a genei functiei endoteliale asupra evolutiei procesului miopatic si a fost efectuata
analiza complexa a relatiei dintre caracteristicile genelor si gravitatea progresarii procesului

miopatic.
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Prin metoda regresiei logistice multinominale a fost apreciata contributia polimorfismelor
genelor ciclului metioninic, al acidului folic, al genei sintazei oxidului nitric si au fost depistate
tendintele specifice care au un impact major asupra timpului de progresare a procesului miopatic.

Au fost studiate tipurile si puterea de interactiune a patternului genelor polimorfe ale
ciclurilor folat si metioninic si a genei functiei endoteliale in DMD/B si a fost determinat rolul lor
in formarea componentelor genetice (modificatoare), concomitent cu mutatiile din gena distrofinei
in cazul progresarii procesului patologic la diferite varste (9 si 12 ani), ca un criteriu ce indica
gravitatea procesului miopatic. 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 stiinta si practica

Pentru prima datd a fost determinata influenta genelor modificatoare asupra patogenezei la
DMD/B. A fost estimat rolul asocierii genelor modificatoare in cazul patologiei monogenice, care
permite completarea sirului de legaturi patogenetice ale procesului patologic. 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. Aceastd abordare pentru prima data a
permis solutionarea problemei prognozarii decurgerii bolii la DMD/B. Paradigma aceasta poate fi
aplicata in viitor la prognozarea progresarii altor maladii ereditare.

Importanta teoretica a cercetdrii este determinarea rolului genelor modificatoare (in cazul
DMD/B), care permite completarea sirurilor noi de legdturi patogenetice existente in procesul
patologic Valoarea teoretica a cercetarii este determinatd de introducerea in circuitul stiintific al
datelor privind spectrul, distributia si frecventa PENM; frecventelor alelelor polimorfice a genelor
MTHFR, MTRR, MTR, eNOS in grupul control si la bolnavii cu DMD/B din Republica Moldova.
Stabilirea frecventei heterozigotilor este necesard pentru evaluarea gradului informational al
acestor loci in Moldova si pentru utilizarea lor in analiza molecular-genetica. Datele obtinute prin
intermediul acestui studiu permit efectuarea unei analize comparative a genofondurilor diferitor
populatii si tari.

Folosind datele cercetarii, a fost elaboratd modelarea matematica, ceea ce a permis evaluarea
importantei si a impactului factorilor genetici modificatori asupra timpului progresarii procesului
patologic si crearea tabelului de predictie a evolutiei acestuia.

Valoarea aplicativa a lucrarii

Datele obtinute privind impactul maladiilor neuromusculare ereditare si structura lor sunt

utile pentru perfectionarea sistemului de asistenta medicald, sociald si de reabilitare a bolnavilor
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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. De fapt, consultul medico-genetic reprezinta veriga principala in complexul
metodelor indirecte de examinare a femeii gravide cu scopul de profilaxie a bolilor ereditare si a
patologiilor malformative fetale [21]. Scopul consultului medico-genetic 1l constituie: prognosticul
nefavorabile a sarcinii si ajutorul femeii (familiei) in cazul confirmarii acesteia, ca sa ia o decizie
corecta vizavi de nasterea copilului [21].

A fost elaborat un algoritm de cercetare clinico-genetica complexa, care include o 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 solutionata o sarcind importanta pentru medicina practicid: s-a demonstrat
posibilitatea efectuarii diagnosticarii ADN-ului pentru o anumita familie pentru diferite tipuri de
maladii genetice. Este propusa optimizarea metodelor molecular-genetice a aprecierii genelor
MTHFR; MTR; MTRR de prevenire primara a defectelor dependente de acidul folic in Republica
Moldova [22], care includ si anomaliile tubului neural [23], precum si a pierderii reproductive
asociate cu genele ciclului folat [24].

A fost propusa o strategie molecular-genetica de diagnostic la pacientii cu DMD/B, care este
directionata spre identificarea particularitatilor individuale ale bolnavilor din perspectiva
medicinei predictive si personalizate. Aplicarea cunostintelor privind starea ciclurilor metabolice,
cu corectia ulterioara individuald a pacientului, reprezintda baza medicinei secolulur XXI —
,medicina celor 4P: personalizatd, predictiva, preventiva si participativa”.

Metoda propusd de modelare poate fi testatd pe alte esantioane, deoarece este comoda,
universala si are costuri financiare mici.

Aceasta cercetare a permis largirea cooperdrii cu colegii din alte tari si afilierea la societati
stiintifice (InNerMeD, TREAT-NMD). Rezultatele obtinute au fost folosite pentru predarea
materiei studentilor, masteranzilor, elevilor liceeni, de asemenea, au fost prezentate la televiziune
si in presa specializatd in popularizarea cunostintelor stiintifice.

Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere
1. Pe parcursul cercetarilor si observarilor de lungd durata (1991-2018), s-a constatat ca ,,nucleul”
patologiei neuromusculare in esantionul studiat de pacienti (n=1587) este reprezentat de:
neuropatia motosenzoriald ereditara (17,39%), distrofia musculara Duchenne/Becker (15%) si

amiotrofia spinala (12,98%).
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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 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 nationala 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 comparativa a
frecventelor alelelor polimorfice in grupul de control cu populatiile studiate anterior din alte tari a
evidentiat o crestere semnificativa a frecventei heterozigotilor genei MTRR pentru locusul A66G
(63,03%).

4. A fost stabilitd asocierea statistic semnificativd 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%CI: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 identificata sinergia pronuntata a interactiunii dintre genele MTHFR, MTR si eNOS, care
la 9 ani).

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 ai manifestarilor clinice si a evolutiei maladiei.

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

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele cercetarii sunt aplicate in lucrul practic
al Laboratorului de Geneticd Moleculara Umana si al sectiilor neurologice ale IMSP IMC, precum
si in cabinetele de consultantd geneticd ale Centrului de Sanatate a Reproducerii si Genetica
Medicald sub forma de protocoale clinice de management al pacientilor cu DMD/B si SMA si
protocoale de cercetari de laborator (20 acte de punere in practica de rutind a Laboratorului de
Genetica Moleculard Umana).

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele cercetarii au fost prezentate la Conferintele
Societatii Europene de Genetica Umana (European Human Genetics Conference) din 2004, 2005,
2006*, 2007, 2008*, 2009, 2010*, 2013, 2014*, 2015, 2016* cu publicarea ulterioarda 1in
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,European Journal of Human Genetics”; la Congresele Federatiei Europene a Societatilor
Neurologice (the European Federation of Neurological Societies) din 2001*, 2002*, 2003*,
2004*, 2005*, 2006, 2007, 2008, 2009, 2010*, 2014*; la reuniunea Sociectatii Americane de
Genetica Umana din 2005 (,,American Journal of Human Genetics”); la reuniunea clinica a
Societatii Americane de Miodistrofie (MDA) din 2012. Multe dintre lucrari au fost remarcate
(fellowships)* de comitetele stiintifice ale acestor comunitati.

Rapoarte orale privind rezultatele cercetarii au fost prezentate la sesiunile plenare la
Adunarea liderilor Asociatiei ,,European Surveilence of Congenital Anomalies” EUROCAT
(Helsinki, Finlanda, 2008); EPNS Research Meeting (Bucuresti, Romania, 2014); Southeastern
Europe InnerMed Networking Meeting (Zagreb, Croatia, 2015), Conferinta Geneticienilor si
Amelioratorilor (Chisinau, 2010); Conferintele ”Rare Disease in Moldovan Children Toward EU
Standards of Care” (Chisinau, 2016) si ,,Life sciences in the dialogue of generations: connections
between universities, academia and business community” (Chisindu, 2016); Congresul al XVII1I-
lea al Societatii de Neurologie si Psihiatrie a Copilului si Adolescentului din Romania (Romania,
Cluj-Napoca, 2017), la Conferinta consacrata aniversarii a 35 ani de la fondarea Institutului mamei
si copilului (Chisinau, 2017), la Conferinta ,,Rare Disease” (Chisinau, 2018, 2019), la V-lea
Congres de Genetica Medicala (Gura Humurului, 2018), la Conferinta Stiintifica anuald a
Institutul Mamei si Copilului (Chisinau, 2017, 2018, 2019) .

Publicatii la tema tezei. Rezultatele cercetarii au fost expuse in 76 de lucrari stiintifice (9
monoautor), publicate in reviste nationale si internationale, inclusiv 2 monografii, 2 ghiduri
practice, 2 lucrari stiintifico-metodice si didactice, 2 articole in reviste stiintifice internationale, 4 -
in reviste recunoscute in straindtate, 26 — in reviste nationale (11 cu categoria B si 15 cu categoria
C), materiale prezentate la forurile stiintifice internationale (32) si nationale cu participare

internationala (8), 20 de acte de implementare.
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SUMARUL COMPARTIMENTELOR TEZEI

Teza este expusa pe 233 pagini de text electronic si include: introducere, 5 capitole, sinteza
rezultatelor obtinute, concluzii generale si recomandari, indicele bibliografic cu 306 de surse citate
si 16 anexe. Materialul iconografic contine 40 de figuri, 24 de tabele, 9 formule, 1 design, 4
algoritmi.

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

In Introducere sunt reflectate: actualitatea problemei abordate, reperele conceptuale prin
redarea scopului si obiectivelor lucrarii, metodologia cercetarii stiintifice, noutatea stiintifica a
rezultatelor obtinute, semnificatia teoretica si valoarea aplicativa, principiile de baza inaintate spre
sustinere, aprobarea rezultatelor stiintifice.

Capitolul 1 ,,Genetica maladiilor neuromusculare. Gene-candidate cu rolul de
modificator al procesului miopatic” contine analiza referintelor de specialitate vizand tematica
descrierea particularitatilor unice ale genelor metabolismului homocisteinei si oxidului nitric, care
determind baza biochimica individuala ereditara, amprenta digitala irepetabila.

in Capitolul 2 ,,Materiale si metode de cercetare” este prezentat designul studiului, sunt
descrise materialele si metodele de investigatie, precum si etapele de cercetare, formarea loturilor
de studiu. Sunt descrise minutios metodele clinice si cele paraclinice de acumulare a datelor
primare, in special metodele molecular-genetice de investigatie, ilustrate prin algoritmul
investigational.

in Capitolul 3 ,,Aspecte clinico-epidemiologice si molecular-genetice ale cercetirii
maladiilor ereditare neuromusculare” utilizand baza de date pentru perioada 1991-2018, a fost
stabilit ca cele mai frecvente patologii neuromusculare intdlnite in esantionul de pacienti din
Republica Moldova (n=1587) sunt: neuropatia motosenzoriala (17,39%), miodistrofia Duchenne-
Becker (15%), amiotrofia spinalda (12,98%), care constituie ,nucleul” bolilor ereditare
neuromusculare. A fost calculatd frecventa relativa a patologiilor neuromusculare in cadrul
populatiei Republicii Moldova care constituie 23,5:100000 de locuitori. Frecventa miodistrofiei
Duchenne/Becker este 9,13:100000 de locuitori, amiotrofie spinala 8,43:100000 de locuitori si
neuropatii senzorial motorii 7,2:100000 de locuitori. A fost determinatd o asociere medie
semnificativa (p=0,48) intre numarul cazurilor de patologii DMD/B, SMA si NSME tip 1A cu
marimea si compozitia nationala a populatiei raioanelor tarii. Au fost obtinute date noi despre
particularitatile molecular-genetice ale miodistrofiei Duchenne, amiotrofiei spinale si neuropatiei

motosenzoriale ereditare tip 1A pe un esantion de pacienti din Republica Moldova investigati. Au
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fost depistate 6 tipuri rare de deletii in gena DMD, 16 deletii duble si 4 deletii noi la pacientii cu
miodistrofia Duchenne, care lipseau in baza de mutatii a patologiilor neuromusculare DMD-
LOVD v3.0 (update 08.12.2018). La 85% de pacienti cu amiotrofie spinald constituie 85% au fost
gasite deletii ale exonilor 7 sau 8 a genei SMN1, ceea ce corespunde cu datele internationale. La
28% de pacientii din Republica Moldova este gasita deletia concomitentd a exonilor 7 si 8 in gena
SMN1, ce este diferit de la populatiile iraniene sau indiene. Frecventa duplicatiei in gena PMP22
(17p11.2-p12) la pacientii cu NSME 1A din Republica Moldova este de 69%, mai frecvent decat
in Coreea (46,9%), lItalia (57,6%), Australia (60,7%), Japonia (23,3%), Marea Britanie (28,2%),
Statele Unite (51,6%), Rusia (53,6%). Este prezentat algoritmul folosit in scopul cercetarii
complexe a familiilor cu risc de maladii ereditare ale sistemului neuromuscular.

Capitolul 4 ,,Analiza frecventei de raspandire a variantelor polimorfe ale genelor-
candidate si asocierea lor cu realizarea procesului miopatic” contine descrierea in premiera a
rolului variantelor polimorfe ale genelor ciclului folat, ciclului metioninic si genei eNOS in
formarea predispozitiei pentru procesul miopatic cu progresare ulterioara si risc de invaliditate
timpurie. Este reflectat nivelul real al heterozigotiei pentru locii MTHFR C677T, MTHFR
A1298C, MTRR A66G, MTR A2756G si NOS3 4a/4b in populatia sanatoasa si la bolnavi cu
DMD/B din Republica Moldova. Este analizata frecventa distributiei locilor polimorfi in populatia
tarii noastre, comparativ cu datele unor cercetari similare ale populatiilor din diferite state ale
Europei, Asiei si Americii.

In Capitolul 5 ,,Modelarea interactiunii genotip — fenotip si prognosticul severittii
procesului patologic la pacientii cu DMD/B” este demonstrata influenta modificatoare a genelor
ciclurilor folat si metioninic (CFM) si a genei eNOS asupra evolutiei procesului miopatic si se
efectueazd analiza complexd a relatiei dintre caracteristicile genelor si gravitatea progresarii
procesului miopatic. Prin metoda regresiei logistice multinominale a fost apreciata contributia
polimorfismelor genelor ciclului metioninic si al acidului folic, fiind depistate tendintele specifice,
care au un impact major asupra vitezei de progresare a procesului. Sunt studiate tipurile si puterea
de interactiune a patternului genelor polimorfe ale ciclurilor folat, metioninic si ale genei functiei
endoteliale in DMD/B si este indicat rolul lor in formarea componentelor genetice (modificatoare)
alaturi de mutatiile din gena distrofinei, in cazul evolutiei rapide a procesului patologic. In
consecinta, este propusa strategia monitoringului personalizat al bolnavilor cu DMD/B.

Sinteza rezultatelor obfinute este un capitol de analiza si deliberdri argumentate asupra
rezultatelor obtinute, vizavi de opiniile expuse in literatura de specialitate cu referire la domeniul

abordat.
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1. GENETICA MALADIILOR NEUROMUSCULARE. GENE-
CANDITATE PENTRU ROLUL MODIFICATOR AL PROCESULUI
MIOPATIC

Mecanismele genetice joaca un rol major in dezvoltarea procesului patologic al bolilor
sistemului nervos, iar contributia specifica a factorilor ereditari in evolutia unei sau altei forme
nozologice poate fi diferita.

Din punctul de vedere al varietatii patologiilor neurologice, se pot evidentia doua grupe
mari [11]. Prima grupa include bolile monogenice ereditare. Ele sunt cauzate de mutatii intr-0
singurd gena si reprezintd un factor determinant asupra evolutiei maladiei. Mostenirea acestei
mutatii genetice conduce la reaparitia fenotipului patologic in cadrul unei familii concrete.
Rezultatul unor astfel de mutatii este de obicei un defect functional semnificativ intr-o enzima,
un receptor, o proteind structurala sau de transport, ceea ce se afla la baza relatiei cauzale dintre
defectul genei si progresarea bolii. Bolile ereditare monogenice se supun unor legi stricte de
transmitere, ce reflecta principiul segregarii defectului genetic intr-0 serie de generatii. Astfel de
boli sunt numite conventional ,,mendeliene”, in cinstea savantului G. Mendel. Pentru patologiile
ereditare mendeliene, rolul locusului genetic principal in etiopatogeneza bolii este primordial,
insa expresia fenotipica a mutatiei poate fi, intr-o anumita masura, modificatad prin actiunea altor
factori exogeni.

A doua grupa de boli neurologice include un numar mare de maladii, definite ca poligenice
sau multifactoriale. In patogeneza acestor maladii, de primi importanti sunt o serie de
mecanisme interdependente biochimice, imunologice etc., controlate de loci genetici diferiti. in
acest context, anumite variante concrete ale unei sau ale mai multor gene majore nu sunt ,,fatale”
si doar determina caracteristicile interactiunii organismului cu mediul [25].

Bolile neuromusculare ocupa primul loc printre bolile ereditare monogenice ale sistemului
nervos. Potrivit datelor lui A. Emery (1991), raspandirea totala a tuturor patologiilor
neuromusculare ereditare este de 250-300x10° (adica 1 caz la 3.500 de locuitori). Luand in
considerare faptul ca pentru aceastd grupa de maladii este caracteristic un proces patologic
progresiv, precum si lipsa tratamentului eficient, bolile neuromusculare constituie una dintre cele
mai actuale probleme ale neurogeneticii clinice. Profilaxia cazurilor recurente de boli
neuromusculare, in familii cu ,risc ridicat”, reprezinta astdzi singura modalitate eficienta de
combatere a acestor maladii grave, adesea fatale, iar diagnosticul ADN-ului este cel mai

important factor in prevenirea lor [14].
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1.1. Actualititi in domeniul patologiilor ereditare neuromusculare in lume
si in Republica Moldova

In prezent sunt cunoscute mai mult de 2.400 de boli ale sistemului nervos [1]. In acest
context, trebuie remarcatd dezvoltarea rapida a geneticii medicale si a biologiei moleculare in
ultimele decenii. Daca in anul 1932 identificate aproximativ 40 de boli ereditare ale sistemului
nervos, atunci Tn 1980 erau deja peste 400. La momentul actual sunt descrise 870 de boli
neuromusculare.

Bolile neuromusculare (BNM) reprezintd un grup mare de maladii caracterizate prin pareza
flasca progresiva sau prin paralizia progresiva a diferitor grupe musculare, ca rezultat al afectarii
anumitor compartimente ale arcului reflex, ce asigura functia musculara normala [26].

Pierderea sau modificarea activitatii motorii normale, cauzata de scaderea fortei musculare
si a tonusului muscular, poate sa apara fie ca urmare a afectarii propriu-zise a muschilor (boli
musculare primare), fie ca urmare a afectarii nervilor periferici (diferite tipuri de polineuropatie),
a motoneuronilor maduvei spinarii (atrofii spinale musculare) sau a disfunctiilor jonctiunii
neuromusculare (miastenie), precum si din cauza dereglarilor care afecteaza indirect activitatea
muschilor [26].

Principalele motive pentru aparitia  BNM sunt maladiile autoimune, factorii
ereditari/genetici si intoxicatia cu diferite substante. in mod similar, acest grup include o parte
din erorile innascute de metabolism (inclusiv bolile cu depozitare lizozomald si bolile
mitocondriale) si maladiile neurodegenerative cu simptome similare.

Bolile neuromusculare ereditare (BNME) reprezintd cea mai frecventd grupa de maladii
monogene ale sistemului nervos cu diferite tipuri de mostenire (autozomal dominant, autozomal
recesiv, X-linkat, pe linie maternald) si in majoritatea regiunilor din Rusia, in care s-au efectuat
studii [4], precum si la alte populatii ale lumii [11], acestea alcatuiesc mai mult de 50% din
structura spectrului nozologic al bolilor ereditare ale sistemului nervos.

Similitudinea semnificativa a manifestarilor clinice in grupa BNME (simptomele parezei
flasce a diferitor grupuri de muschi) creeaza dificultati semnificative la diagnosticul diferential in
etapa examindrii clinice [27] si numai metodele molecular-genetice ajuta la stabilirea unui
diagnostic veridic [9].

Diagnosticul topic incorect conduce la erori in depistarea unei anumite forme nozologice a
BNME, fapt ce sporeste costurile pentru efectuarea analizelor molecular-genetice si/sau nu
permite realizarea profilaxiei aparitiei unor cazuri repetate in cadrul unei familii impovaratoare,
determinarea statusului genetic al rudelor pacientului, precum si selectarea terapiei patogenetice

adecvate, care este posibila in unele cazuri de boli ale grupei date [28].
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Analiza molecular-genetica ne permite sa excludem studiile de diagnosticare suplimentare
si sa anticipdm potentialul de reabilitare al pacientului. Unele dintre bolile din aceasta grupa au
un tratament patogenctic, ce permite prevenirea sau incetinirea semnificativd a progresarii
simptomelor neurologice. Datorita diagnosticului genetic, poate fi calculat riscul de imbolnavire
la generatiile urmatoare si pot fi evitate cazurile repetate in familie [29].

Formele de baza ale BNME:

I. Maladii musculare primare:

e miopatii congenitale structurale (inclusiv boala axului central, miopatia nonmieloida,

miopatia miotubulara etc.);

e distrofii musculare progresive (distrofii musculare congenitale, distrofii musculare la
nivelul centurii si membrelor (inclusiv distrofie musculara Duchenne/Becker, distrofie
musculard Emery-Dreifuss), distrofie musculara umar-scapulo-faciala, distrofii
musculare scapular-peroneale, distrofii ale musculaturii oculofaringiene, distrofie
musculara distala.

I1. Miopatii metabolice:

e deficienta fosforilazei/boala McArdle;

o deficienta maltazei acide/boala Pompe;

¢ deficienta fosfofructokinazei/boala Tauri;

e miopatie mitocondriala;

e deficienta carnitinei;

e deficienta carnitin-palmitoil transferazei;

o deficienta de lactat-dehidrogenaza-metil transferaza s.a.

I1l. Maladia neuronilor motori:

e diferite tipuri de atrofie musculara spinald (incluzdnd maladiile Werdnig-Hoffmann,
Kugelberg-Welander, Kennedy, Fenkel);

e scleroza laterala amiotrofica.

IV. Maladiile nervilor periferici:

e neuropatii motorii senzoriale si vegetative senzoriale izolate si sindromice (inclusiv
maladiile Charcot-Marie-Tooth, Dijerine-Sottas).

V. Maladiile sinapselor neuromusculare:

e miastenii.

VI. Miotonii si paralizii periodice:

o diferite forme nozologice de miotonie si paramiotonie (incluzand distrofia miotonica);
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e paralizie periodica.

In ultimii ani, lunar se descrie un nou sindrom sau o boala ereditara, de aceea problemele
ce tin de clasificarea maladiilor ereditare sunt inca departe de a fi solutionate, fiind prezentate
doar principiile de baza ale clasificarii acestora.

Maladiile ereditare umane pot fi clasificate:

1. In functie de nivelul afectirii aparatului ereditar: maladii cromozomiale — maladii
genetice (sau moleculare): aceastd abordare este importantd pentru determinarea metodelor de
diagnosticare.

2. In functie de manifestarea clinica a bolii, avand in vedere gradul afectarii sistemului
nervos si sindromul de bazad. Dezvoltarea clasificarii clinice este foarte importantd pentru
activitatea practica a clinicienilor. Aceasta permite stabilirea subiectului si a diagnosticului clinic
preliminar in baza examindrii clinice de rutind. Astfel, iIn conformitate cu principiul dat se pot
distinge distrofii musculare primare, amiotrofii secundare (neurogenice si spinale) si degenerari
cerebeloase, piramidale, extrapiramidale si corticale.

3. In functie de defectul biochimic. Au fost studiate maladiile ereditare cu afectarea
metabolismului carbohidratilor (diabet zaharat), metabolismului aminoacizilor (fenilcetonurie,
histidinemie etc.), metabolismului lipidelor (neurolipidoza), metabolismulul mineralelor
(degenerare hepatocerebrald). Cu toate acestea, in multe maladii ereditare, patogenia si defectele
biochimice nu sunt cunoscute si, din aceste considerente, un numar mare de maladii ereditare nu
pot fi clasificate in functie de acest criteriu.

4. In functie de tipul de mostenire:

a) tipul autozomal dominant de mostenire: coreea Huntington, boala Parkinson, ataxia
cerebrala Pierre-Marie;

b) tipul autozomal recesiv de mostenire: boala Friedreich, fenilcetonuria, amiotrofiile
spinale;

C) mostenirea recesiva, legatd de sex: hemofilia, distrofia musculara Duchenne.

5. Alte tipuri de mostenire mai putin studiate: codominant, dominant, linkat cu
cromozomul X.

Trebuie remarcat faptul ca intr-o serie de maladii (amiotrofia neurogena Charcot-Marie-
Tooth, boala Strumpell-Lorrain s.a.), in cadrul diferitor familii se observa diverse tipuri de
mostenire, fapt ce confirmd eterogenitatea patologiei genetice in cazul acestor maladii.
Determinarea tipului de mostenire are 0 importanta considerabila pentru medicii-geneticieni la
prognozarea pacientilor din aceasta familie, la determinarea purtatorilor heterozigoti si

dezvoltarea unor activitati in vederea profilaxiei patologiei ereditare.
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Odata cu acumularea materialului experimental, studiul patogenezei maladiilor,
identificarea genelor responsabile pentru aparitia patologiei si determinarea tipurilor de
mostenire, clasificarea maladiilor neuromusculare ereditare se edifica si se perfectioneaza.

In acest sens, anual, incepand cu 1991, revista ,,Neuromuscular Disorders” publica o lista
de maladii neuromusculare monogene in functie de defectul primar al genei. Din anul 2005 si
pana in prezent, aceasta listd este prezentatd de 16 grupe de maladii neuromusculare: 1) distrofii
musculare; 2) distrofii musculare congenitale; 3) miopatii congenitale; 4) miopatii distale; 5) alte
miopatii; 6) sindromul miotonic; 7) boala canalelor ionice; 8) hipertermie maligna; 9) miopatii
metabolice; 10) cardiomiopatii ereditare, subgrupele 10-A si 10-B (aritmogene);11) sindroame
miastenice congenitale; 12) afectiuni ale neuronului motor; 13) ataxie congenitala; 14) neuropatii
senzorial-motorii ereditare; 15) paraplegie ereditara; 16) alte afectiuni neuromusculare [37]. In
acelasi an, a fost revizuitd si actualizata lista de maladii si gene cu ajutorul unor specialisti
renumiti in domeniu, precum Kate Bushby (gr. distrofii musculare), Francesco Muntoni si
Pascale Guicheney (gr. distrofii musculare congenitale si cardiomiopatii ereditare), Ana Ferreiro
(gr. miopatii congenitale), Bjarne Udd (gr. miopatii distale), Louis Ptacek (gr. boala canalelor
ionice), Salvatore Di Mauro (gr. miopatii metabolice). De asemenea, in anul 2005 a aparut o
baza de date tabelara de gene disponibild online (“online gene table database™), ce reprezinta un
sistem cu adresa URL: http:/www.musclegenetable.org. In anul 2009, pe site-ul online au fost
inregistrate 481 de maladii si 243 de gene [30]. In decembrie 2014 erau descrise 761 de
fenotipuri patologice si 406 de gene diferite (42 dintre care fiind codificate de proteine
mitocondriale), 76 de loci cartati, pentru care se cerea identificarea unei gene [10].

La data de 02.01.2018, Gene Table of Neuromuscular Disorders detine informatii cu
privire la 870 de maladii, 483 de gene diferite, printre care 52 sunt mitocondriale
(https://www.worldmusclesociety.org/news/view/85). Cresterea numarului de boli si gene
descrise in fiecare an demonstreaza intensitatea dezvoltarii acestui domeniu.

Prevalenta bolilor neuromusculare in lume constituie 2,4-33,8 cazuri la 100.000 de
persoane [31]. Prevalenta sumard a bolilor neuromusculare constituie 27,2 la 100.000 de
persoane.

Marea majoritate a acestor maladii progreseazd in mod inevitabil, iar la momentul actual
nu dispun de un tratament adecvat. Pacientii primesc terapie simptomatica, reabilitare fizica,
chirurgie ortopedica si suport respirator. Cercetérile stiintifice din intreaga lume sunt directionate
spre cautarea unui tratament diferentiat (terapie de substitutie enzimatica), precum si Spre

dezvoltarea metodelor de terapie genetica si moleculara.
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Adesea, pentru definirea formei nozologice a BNME si pentru identificarea mutatiilor
genetice, este nevoie de o perioada indelungati. In consecinti, apar dificultati la alegerea unei
terapii adecvate, creste costul pentru efectuarea unor analize genetico-moleculare. BNME
prezintd un risc sporit de mostenire, iar in absenta unui diagnostic genetic precis, este imposibila
prevenirea aparitiei cazurilor repetate de boala in familie.

Bolile neuromusculare sunt eterogene in ceea ce priveste manifestarile clinice. In acest
sens, pentru medici este dificil de a face distinctia intre grupurile de boli neuromusculare si a
stabili un diagnostic corect. O nouda metodda de secventiere completd a exonilor, luand in
obtinute pot fi analizate prin metode bioinformatice chiar si peste ani, in scopul depistarii unor
noi cauze de boald, necunoscute anterior [32]. In timp, odati cu cresterea numarului bazelor de
date, secventierea de noua generatie (NGS — Next Generation Sequencing) si exomul (setul
complet de exoni prezenti intr-un organism) clinic pot constitui prima etapa a diagnosticului
maladiilor ereditare.

Pentru a stabili un diagnostic, medicii examineaza pacientii cu boli neuromusculare timp
de cateva luni, iar uneori — chiar ani. In general, cel mai frecvent sunt folosite metode indirecte
de diagnostic, ce vizeaza manifestarile bolii si simptomatica, insd nu confirma cauzele aparitiei
acesteia, care, de fapt, sunt genetice. Anterior, secventierea completd a exonilor nu era
disponibila in practica asistentei medicale. Totusi, in ultimii ani, costul decodificarii exomului
(regiuni ale genomului ce codifica genele) a scazut semnificativ. Astfel, anume reducerea
costurilor si disponibilitatea decodificarii exomului constituie obiectivul principal al
laboratoarelor genetice din intreaga lume. Din anul 2015, laboratoarele de clasa mondiala au
inceput sa elaboreze si sd evalueze eficacitatea abordarii integrate a secventierii de urmatoare
generatie (NGS), analizdnd simultan toate genele cunoscute, responsabile de dezvoltarea bolilor
neuromusculare ereditare eterogene din punct de vedere clinic si genetic [13]. In continuare sunt
prezentate panelurile pentru 10 categorii de boli neuromusculare ereditare, dezvoltate la Baylor
Miraca Genetics Laboratories (Houston, USA), care permit analiza tuturor exonilor si a
secventelor intronice adiacente (circa 20 pb) din cadrul a 236 de gene responsabile de BNME,
prin secventierea NGS cu ajutorul echipamentului HiSeq2000, llumina [13]:

1) Miopatii metabolice — 39 de gene: ABHD5, ACADM, ACADS, ACADVL, AGL, ALDOA,
CPT1A, CPT1B, CPTI1C, CPT2, ENO3, ETFA, ETFB, ETFDH, G6PC, GAA, GBE1, GYG1,
GYS1, HADH, HADHA, HADHB, LDHA, LPIN1, PFKM, PGAM2, PGK1, PGM1, PHKAL,
PHKA2, PHKB, PHKG2, PNPLA2, PRKAG2, PYGM, PYGL, SLC22A5, SLC25A20, SLC37A4.
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2) Distrofie musculara congenitala — 18 gene: CHKB, COL6A1, COL6A2, COLG6A3,
DNM2, FHL1, FKRP, FKTN, GTDC2, ISPD, ITGA7, LAMA2, LARGE, POMT1, POMT?2,
POMGNT1, SEPN1, TCAP.

3) Miopatie congenitala — 21 de gene (2): ACTAL, BIN1, CCDC78, CFL2, CNTN1, DNM2,
KBTBD13, MTM1, MTMR14, MYBPC3, MYF6, MYH2, MYH7, NEB, RYR1, SEPN1, TNNT1,
TPM2, TRIM3, TTN, TPM.

4) Alte miopatii — 16 gene (3): ACVR1, BAG3, CAV3, CRYAB, DES, FHL1, FLNC, GDFS8,
ISCU, LAMP2, LDB3, PABPN1, PLEC1, SEPN1, TTID, TTN.

5) Afectiunile neuronului motor — 37 gene: ALS2, ANG, AR, ATP7A, ATXN2, BSCL2,
CHMP2B, DCTN1, DYNC1H1, ERBBS3, FIG4, FUS, GARS, GLE1, HSPB1, HSPB3, HSPBS,
IGHMBP2, MYBPC1, NEFH, OPTN, PFN1, PIP5K1C, PLEKHG5, PRPH, REEP1, SETX,
SIGMAR1, SMN1, SOD1, TARDBP, TRPV4, UBAL, UBQLNZ2, VAPB, VCP, VRK1.

6) Sindroame miastenice congenitale — 14 gene (1): AGRN, CHAT, CHRNA1, CHRNB1,
CHRND, CHRNE, COLQ, DOK7, GFPT1, LAMB2, MUSK, PLEC1, RAPSN, SCN4A.

7) Artrogripoza sau arthrogryposis multiplex congenita — 21 gene (6): CHRNA1, CHRND,
CHRNG, DHCR24, DOK7, ERCC2, ERCC6, FBN2, HRAS, LMNA, MYBPC1, MYH3, MYHS,
RAPSN, RIPK4, TPM2, TNNI2, TNNT3, VIPAR, VPS33B, ZMPSTE?24.

8) Sindroame miotonice sau boala canalelor ionice — 20 de gene (2): ATP2A1, CACNAL1A,
CACNALS, CAV3, CLCN1, DMPK, HSPG2, KCNA1, KCNE1l, KCNE2, KCNH2, KCNJ5,
KCNJ11, KCNJ18, KCNQL, LIFR, SCN4A, SCN4B, SCN5A, ZNF9/CNBP.

9) Boala Charcot-Marie-Tooth sau boli peroxizomale — 58 de gene (8): AARS,
ARHGEF10, ATL1, CTDP1, DNM2, DNMT1, DYNC1H1, EGR2, FGD4, FIG4, GAN, GARS,
GDAP1, GJB1, HOXD10, HSPB1, HSPBS8, IKBKAP, KIF1A, KIF1B, LITAF, LMNA, LRSAM1,
MED25, MFN2, MPZ, MTMR2, NDRG1, NEFL, NGFB, PEX1, PEX2, PEX3, PEX5, PEX®,
PEX7, PEX10, PEX11B, PEX12, PEX13, PEX14, PEX16, PEX19, PEX26, PMP22, PRPS1,
PRX, RAB7, SBF2, SEPT9, SH3TC2, SLC12A6, SPTLC1, SPTLC2, TFG, TRPV4, WNK1, YARS.

10) Alte distrofii musculare — 28 de gene (14): ANO5, CAPN3, CAV3, DAG1, DES,
DMD, DNAJB6, DYSF, EMD, FHL1, FKRP, FKTN, LMNA, MYH7, PLEC1, POMGNT],
POMT1, POMT2, SGCA, SGCB, SGCD, SGCG, SYNE1, SYNE2, TCAP, TRIM32, TTID, TTN.

Notd. In paranteze este indicat numarul genelor care se repeta.

Trebuie remarcat faptul ca laboratoarele din Rusia ,,Genetiko”, ,,Genomed”, ,,Genotek” au
reusit sa reduca costul secventierii genomului la cel mai accesibil pret din Europa, cu utilizarea
celui mai bun echipament. In mod similar, panelul ,,Maladiile neuromusculare” dezvoltat in

Laboratorul ,,Genomed” permite efectuarea cercetarilor utilizand metoda secventierii NGS prin
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intermediul sistemului Illumina NextSeq 500, cu o acoperire medie de cel putin 70-100x. In
cadrul acestui panel sunt incluse 391 de gene responsabile pentru dezvoltarea bolilor
neuromusculare, precum si o parte din genele asociate cu maladii ce prezinta manifestari clinice
similare, fapt ce face mai usoara cautarea diferentiata si identificarea cauzei bolii.

Cu toate acestea, o parte din sindroamele din grupul BNME se datoreaza expansiunii
repetitiilor trinucleotidice si nu sunt detectate prin secventierea exomului.

Studiile genetice permit identificarea mutatiilor din genele cunoscute asociate cu BNME.
Analiza genetico-molecularda exclude efectuarea studiilor de diagnostic suplimentare si
faciliteaza prezicerea cu mai multa acuratete a evolutiei maladiei.

Majoritatea bolilor neuromusculare progreseaza, deregland treptat activitatea functiilor
cotidiene. In general, se aplica terapia simptomatici, reabilitarea fizicd [33] si cea psihologica,
suportul respirator [34] si chirurgia [35].

Studiile din ultimii ani sunt directionate spre cautarea unui tratament diferentiat (de
exemplu, terapia de substitutie enzimatica pentru maladia Pompe) [36], precum si spre terapia
genica si moleculara [37]: de exemplu, ,,exon skipping” in distrofia musculara Duchenne [38] si
preparatul Nusinersen (inregistrat de compania farmacologica sub denumirea de SPINRAZA™)
pentru atrofia musculara spinala (SMA) tip I [39].

Datorita faptului obtinerii rezultatelor la capitolul tratament al SMA, 1n ultimii 2 ani se
propune pe larg tuturor tarilor de a implementa screeningul de rutind neonatal prin proba din pete
de sange uscat pentru a testa dacd lipsesc 2 copii ale genei SMN1. Daca este pozitiv testul de
screening, vor fi furnizate si alte teste de confirmare, inclusiv examinarea fizica si alte metode
pentru cuantificarea copiilor genei SMN1 [298].

Asociatia neguvernamentala EURORDIS (European Organisation for Rare Diseases) a
prezentat dovezi ce atestd inegalitatea accesului la asistentd medicald in SUA si Europa, in baza
criteriului apartenentei nationale. Din aceste considerente, EURORDIS a atentionat despre
necesitatea elaborarii unei linii directoare pentru diagnosticarea si tratamentul DMD/B [25]. In
acest context, a fost lansat un proiect cu sprijinul Centrelor pentru Prevenirea si Controlul Bolilor
(Centers for Disease Control and Prevention — CDC) si al Societatii de Distrofie Musculara
pentru Ingrijire, Cercetare si Educatie (MD-CARE) si in colaborare cu organizatiile comunitare
si reprezentantii retelei TREAT-NMD, rezultatele cdruia pot fi rezumate prin semnarea
Acordului international privind tratamentul si acordarea asistentei medicale pacientilor cu
DMD/B si dezvoltarea unui ,,Ghid pentru familie”. Acest ghid reprezinta rezultatul muncii a
peste 80 de experti si descrie ingrijirea completd coordonatd, pe care trebuie sa o primeasca

pacientii cu DMD/B in cursul progresarii maladiei. Diseminarea si aplicarea acestor recomandari
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reprezintd o noud sarcind, iar un exemplu ce atesta efortul depus il constituie colaborarea dintre
grupurile ce protejeaza interesele pacientilor si reteaua de excelenta in cercetari translationale din
Uniunea Europeand in vederea evaluarii si tratamentului bolilor neuromusculare (TREAT-
NMD). Proiectul a primit o finantare suplimentara din partea Uniunii Europene, indreptata spre
implementarea principiilor de baza privind ingrijirea pacientilor in cadrul Europei de Est
(CARE-NMD) [25].

Primul oficiu de consiliere genetico-medicala din Republica Moldova a fost inaugurat la
data de 1 martie 1971 si a fost deschis in baza Dispensarului Neurologic Republican.

In tara noastra, cercetirile patologiilor neuromusculare ereditare au fost incepute de
academicianul Diomid Gherman, considerat fondatorul neurologiei nationale. Discipolii sai —
prof. S. Groppa, prof. M. Gavriliuc si prof. V. Lisnic — au dezvoltat diagnosticul clinic si
diferential. Prof. M. Gavriliuc, pentru prima datd in Republica Moldova, a efectuat studii
electromiografice (EMG). Datoritd acestor cercetari, este posibild realizarea primei etape a
diagnosticului diferential si determinarea nivelului de afectare (muscular, neural sau spinal).

Prof. V. Lisnic a dezvoltat cercetarile electrofiziologice la nivel national. In anul 2011, la
Universitatea de Stat de Medicind si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu” din Chisindu, a fost
sustinuta teza cu tema ,Neuropatia perifericd in scleroza multipld: studiu clinic-
electrofiziologic”, autor — Olesea Odainic, conducitor stiintific — V. Lisnic. In anul 2013 a fost
sustinuta teza cu tema ,,Caracteristicile clinice si electrofiziologice ale axonopatiilor periferice”,
autor — O. Misic, conducitor stiintific — V. Lisnic. In Republica Moldova, acesti cercetitori au
efectuat studii privind incidenta sclerozei multiple [40].

Una dintre primele recomandari metodice pentru diagnosticul diferential al distrofiilor
musculare progresive a fost publicata la Editura ,,Stiinta” in anul 1984. La elaborarea acestui
document au participat ilustrii savanti sovietici in acest domeniu, cum ar fi L.O. Badalian, E.P.
Grinio, G.N. Avakean, P.A. Temin si compatriotul nostru S.A Groppa.

In 1992 a fost publicati recomandarea metodicd privind diagnosticarea ADN in maladiile
ereditare, autorii careia au fost O.V. Evgrafov (Moscova, Federatia Rusa) si S.A. Groppa
(Chisinau, Republica Moldova), si din acel moment a debutat perioada molecular-genetica de
investigare a patologiilor ereditare.

Crearea laboratorului de diagnostic molecular-genetic ADN in Republica Moldova a
coincis in timp cu initierea cercetdrilor de amploare la nivel mondial — Proiectul ,,Genomul
Uman” (1990), cu scopul decodificarii informatiei genetice. In 1991, in cadrul sectiei de
patologii ereditare a IMSP Institutul de Cercetari Stiintifice in Domeniul Ocrotirii Sanatatii

Mamei si Copilului, sub conducerea doctorului in stiinte medicale Dumitru Amoasii, a fost
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creata prima echipa ce-si propunea initierea studiilor molecular-genetice, in componenta a doi
cercetatori stiintifici stagiari. Astfel, Programul international ,,Genomul Uman” a servit drept
punct de plecare pentru dezvoltarea activitatii stiintifico-practice a echipei molecular-genetice in
directia elaborarii si implementarii metodelor noi de diagnostic al patologiilor ereditare.

In contextul dat, este important si mentionim aportul important al membrilor
Laboratorului de Diagnostic Prenatal (sub conducerea sefului de laborator, Vladislav Baranov,
profesor, membru corespondent al Academiei de Stiinte Medicale din Rusia) al Institutului de
Cercetari Stiintifice in Obstetrica si Ginecologie ,,D.0. Otto” (Sankt Petersburg, Federatia Rusa),
care au fost primii dascali si inspiratori ai specialistilor din R. Moldova. Aceste personalitati au
participat la realizarea cercetarilor de identificare a mutatiilor si la studierea particularitatilor
populationale ale polimorfismului genelor, deregldri ce sunt cel mai frecvent implicate in
patologii monogenice. Aceastad directie de cercetare, cu suportul membrilor echipei lui Baranov
(T. Ivascenko, O. Artemieva, M. Asseev), a fost transmisa si echipei geneticienilor din Moldova.
Primele testari molecular-genetice, efectuate in 1992, au avut drept scop identificarea mutatiilor
si a particularitatilor populationale a doua patologii monogenice frecvente — miodistrofia
Duchenne si hemofiliile A si B [41].

Totodata, un aport major la antrenarea tinerilor specialisti in realizarea investigatiilor cu
utilizarea metodelor molecular-genetice I-a avut profesorul Nicolae Barbacari, considerat
promotorul geneticii moleculare in Republica Moldova, care a implementat reactia polimerizarii
in lant (Polymerase Chain Reaction — PCR) la inceputul anilor 1990, in cadrul laboratorului
condus de dumnealui si laboratorului condus de dr. L. Tumanova din cadrul Institutului de
Genetica al Academiei de Stiinte a Moldovei.

O directie importanta initiatd de echipa din Moldova in anii urmatori (1995-1996) a fost
studierea genei SMNI, ale carei mutatii duc la una dintre cele mai frecvente patologii
neuromusculare — atrofia musculard spinald (boala Verding-Hoffman). Primul diagnostic al
acestei boli a fost realizat cu suportul Laboratorului de Genetica Moleculara (Moscova, Federatia
Rusd), condus de A. Poleakov (astazi Centrul de Genetica Moleculara, ARSM).

In 1997, sub conducerea profesorului S. Groppa a fost elaborat si apoi aprobat primul
Program national Perfectionarea serviciului medico-genetic in Republica Moldova. Anii 1998-
20057, in care au fost prezentate strategiile de baza de regionalizare si optimizare a structurii
serviciului medical-genetic, inclusiv cu scopul de aprofundare a cercetarilor.

Dezvoltarea geneticii moleculare in republicd a fost posibila si datoritd suportului din
partea membrilor administratiei Institutului de Ocrotire a Sanatatii Mamei si a Copilului, al

vicedirectorului pentru activitatea stiintifica, profesor Petru Stratulat (1993-2015); directorului
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Centrului stiintific al patologiilor ereditare, profesor Dumitru Amoasii (1993-1996), si
directorului Centrului medico-genetic, profesor Stanislav Groppa (1996-2003).

Ca rezultat, in 2009 a fost posibil de a organiza Laboratorul Stiintific de Genetica
Moleculara Umana (sef laborator — V. Sacara, cercetator principal — S. Groppa), ca unitate
independentd in cadrul Centrului National de Sandtate Reproductivd si Geneticd Medicala
(director — profesor V. Mosin, 2003-2012).

Datorita activitatii prodigioase a grupului de specialisti geneticieni-moleculari, a fost initiat
diagnosticul prenatal pentru astfel de maladii precum distrofia Duchenne si atrofia musculara
spinala, boala Charcot-Marie, hemofiliile A si B, fenilcetonuria, fibroza chistica, maladia
Wilson. Astfel, pe parcursul celor 25 de ani de activitate, au fost efectuate peste 130 de
diagnostice prenatale pentru cele sase maladii monogenice grave. In 30% de cazuri, diagnosticul
a fost confirmat, pe cand in alte familii cu risc inalt femeile au nascut copii sanatosi [41].

Incepand cu anul 2001, laboratorul a servit drept bazi stiintifici pentru pregitirea
studentilor-medici ai Universitatii de Medicina si Farmacie ,Nicolac Testemitanu” si a
studentilor-biologi ai Universitatii de Stat din Moldova. Ulterior, din 2009 a fost initiata
colaborarea cu Universitatea de Stat ,,Dimitrie Cantemir” (USDC) pentru pregitirea studentilor
la specialitatile ,,Biologie” si ,,Biologie moleculara” si antrenarea lor in lucrul de laborator, fiind
elaborat si implementat cursul ,,Genetica umana” in cadrul programelor de masterat.

Pentru asigurarea cu cadre tinere si transferul cunostintelor, Institutul Mamei si Copilului
colaboreaza cu Universitatea de Stat ,,Dimitrie Cantemir”. Astazi, USDC este una din cele mai
bune institutii educationale din republicd ce pregateste specialisti in domeniul biologiei
moleculare la nivel de licenta si de masterat. Modalitatea principala de colaborare constd in
antrenarea studentilor universitatii in activitati de cercetare, prin aplicarea cunostintelor lor in
lucrul de laborator, studierea polimorfismelor genetice ale diverselor patologii, formarea
deprinderilor de diagnostic medical etc.

Universitatea dezvolta mai multe domenii de cercetare, care pot aduce progrese in
diagnosticul medical. Astfel, a fost elaborat si implementat cursul ,,Bioinformatica” pentru
masteranzi, iar cercetarile cu aplicarea tehnicilor bioinformatice cu aplicatii medicale pentru
diagnosticul diferitor cardiopatii au fost initiate in cadrul Laboratorului de Bioinformatica, in
Centrul universitar Geneticd Functionalda al USDC (rector — dr. hab., prof. univ. Hanganu
Aurelia) [42]. Deprinderile practice formate la studenti sunt aplicate pentru designul primerilor si
asigurarea conditiilor tehnice de realizare a tehnicii PCR la determinarea polimorfismelor genice,
pentru studiul comparativ al secventelor nucleotidice si proteice, pentru planificarea

experientelor ce tin de stabilirea diagnosticului patologiilor cercetate. Realizarea unor astfel de
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studii asupra structurii genelor prin utilizarea instrumentelor bioinformatice ne-a permis sa
elaboram strategiile de identificare si validare a polimorfismelor mononucleotidice. Cunostintele
in domeniul bioinformaticii au devenit indispensabile in utilizarea echipamentului de
performantd cu care este dotat laboratorul actualmente. Totodata, folosirea bazelor de date
bioinformatice asigurd cercetatorii laboratorului cu surse de literaturd necesare fundamentarii
scopurilor si obiectivelor directiilor prioritare de cercetare trasate. Desi domeniul bioinformaticii
are o aplicatie practica foarte larga in stiintele biomedicale, dezvoltarea lui mai necesitd masuri
de sincronizare. Actualmente, cursul ,,Bioinformatica” este introdus la Universitatea de Medicina
si Farmacie ,Nicolae Testemitanu” pentru studentii-medici din anul cinci si doctoranzi.
Medicinistii isi vor dezvolta capacitatile de identificare si fundamentare a ipotezelor stiintifice in
cercetarea medicala [41].

Colaborarea stransa dintre cercetatori, reprezentantii biobancilor, asociatiile pacientilor,
industria biotehnologicd si cea farmaceutica este esentiald pentru abordarea atat a bolilor
neuromusculare, cit si a celor comune. In anul 2015 a fost creat Centrul Genetic de Excelenta
din Republica Moldova (CGEM), care are drept obiectiv principal stabilirea, operarea, precum si
dezvoltarea unei infrastructuri de cercetare distribuite paneuropean de biobanci si resurse
biomoleculare in diferite domenii genetice, inclusiv in neurogenetica. Acest fapt va usura accesul
la resursele biologice si biomedicale si va sustine cercetarea biomoleculara si medicald de inalta
calitate. Un obiectiv deosebit de important pentru Republica Moldova a fost aderarea la BBMRI-
ERIC si TREAT-NMD. Networkul TREAT-NMD este reteaua care studiaza bolile
neuromusculare. De la lansarea sa in ianuarie 2007, accentul retelei a fost pus pe dezvoltarea
unor instrumente de care industria, medicii si cercetdtorii au nevoie pentru elaborarea noilor
metode terapeutice si pentru stabilirea celor mai bune practici de ingrijire a pacientilor cu boli
neuromusculare. Republica Moldova a devenit membru al aliantei TREAT-NMD in 2013.
Participarea la retelele TREAT-NMD si altele similare asigurd cresterea abilitatilor noastre
profesionale si este 0 modalitate de a lua parte la proiecte de cooperare internationala.

Necesitatea dezvoltarii domeniului neurogeneticii este dictatd de discrepantele dintre
echiparea tehnico-materiala actuald si competentele profesionale ale cercetatorilor-geneticieni
din R. Moldova, discrepante care impiedica participarea lor in proiecte internationale moderne,
avand echipament neperformant, invechit. In ciuda dificultitilor economice din tari, prin
sprijinul nemijlocit al Academiei de Stiinte si al Ministerului Sanatatii, cercetatorii Laboratorului
de Geneticd Moleculara Umana realizeazd si implementeaza noi panele de diagnostic, insa cu
utilizarea tehnologiilor invechite. Laboratorul dispune in prezent de echipamentul de baza

necesar pentru diagnosticul unor boli si pentru cercetari molecular-genetice. Datorita suportului
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Ministerului Sanatatii, in urma acordarii grantului japonez de suport tehnic JICA, laboratorul a
primit in dotatie un secventiator de 8 canale Genetic Analyzer 3500Dx si un amplificator in timp
real RealTime PCR 7500 (Applied Biosystems, SUA), ceea ce a permis de a extinde considerabil
seria de metode si tehnici aplicative. Astfel, acum noi putem utiliza:

1) tehnica de PCR cantitativ pentru identificarea mutatiilor si dezvoltarea metodelor de
diagnostic prenatal noninvaziv;

2) metoda analizei de fragmente (MLPA, QF-PCR);

3) metoda identificarii mutatiilor In genele de interes, asociate cu diverse patologii;

4) metoda secventierii Sanger.

Metodele mentionate vor permite largirea spectrului de diagnostic al ADN pentru un
numar mai mare de patologii genetice neuromusculare. Astfel, succesele studiilor molecular-
genetice ale laboratorului in cercetarea fundamentald vor include datele noi obtinute referitoare
la specificul calitativ si cantitativ al mutatiilor si polimorfismului genelor, la defectele
responsabile de patologiile ereditare frecvente, la predispozitia genetica pentru diverse
manifestari clinice etc. Noile rezultate vor fi utilizate in elaborarea programelor de screening, in
urma carora va deveni posibil de a identifica purtdtorii formelor nefavorabile ale genelor,
respectiv de a estima riscurile asociate cu aparitia patologiilor in cadrul populatiei tarii.

Dezvoltarea ulterioara a laboratorului se va conforma politicilor europene de cercetare,
dezvoltare si inovare, promovate prin programul ,,Horizont 2020, efortul fiind depus pentru
conectarea la centre de excelenta internationale, transferul de tehnici si metode de diagnostic.
Totodata, laboratorul va promova consolidarea capacitatilor de infrastructura si de potential
uman in Republica Moldova, pentru dezvoltarea serviciilor noi de diagnostic molecular-genetic.
Cercetarea in domeniul geneticii umane in secolul trecut s-a bazat pe o cooperare internationala
si crearea Consortiului ce ii permite R. Moldova sa se integreze in infrastructura de cercetare
paneuropeana distribuitd biobancilor sau resurselor biomoleculare, pentru a facilita accesul la
resursele biologice si biomedicale, a stimula cercetarea biomedicalda de inalta calitate si a

contribui la Tmbunatatirea sanatatii cetatenilor Moldovei.

1.2. Caracteristicile genetice ale bolilor ereditare neuromusculare
abordate in studiu

A. Distrofiile musculare progresive, forma Duchenne

Deja primele lucrari aparute la sfarsitul sec. al XVIll-lea au permis, in baza investigatiilor
histologice ale muschilor, de a diferentia doua tipuri de miopatii: tipul primar, muscular de

afectiune, si tipul secundar, neurogen, conditionat de distrofia motoneuronilor segmentari ai
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creierului spinal si fibrelor nervoase periferice. Formele de baza ale distrofiilor musculare
progresive (DMP) au fost sistematizate inca in anul 1892 de catre V. Erb.

Divizarea principiala a maladiilor neuromusculare in primare sau musculare si secundare
sau neurogene s-a pastrat pana in prezent. Conform clasificarilor moderne, elaborate in clinicile
neurologice coordonatoare, DMP, dupa criteriile clinico-anatomice, se impart in doua grupe de
baza: primare si secundare. Intre ele existd totusi un sir de forme de tranzitie. In legatura cu
aceasta, L. Badalean (1973) divizeaza DMP in trei grupe: primare, secundare si mixte. Studierea
DMD continuad de mai bine de un secol, insa ultimii 25 de ani cuprind profunde investigatii in
acest domeniu, ani ce imbind in sine un complex de cercetiri de cele mai diverse niveluri
(celular, molecular, submolecular etc.) [43], efectuate la bolnavii cu miopatie si la rudele
fenotipic sanatoase ale acestora [44], precum si pe animale cu DMD [45].

Prima observatie privind miopatia pseudohipertrofica 1i apartine lui E. Meryon (1852), care
a publicat in articolul ,,Cu privire la degenerarea lipidica si granulara a muschilor” cazul maladiei
a patru frati cu cresterea exagerata a muschilor gastrocnemieni si contractii in articulatiile mari.
G.B.A. Duchenne, in 1861, a descris un bolnav cu paralizie musculard pseudohipertrofica,
atragand atentia la 0 combinatie neobisnuita de simptome: marirea muschilor gastrocnemieni si
miastenia progresivi. In 1872, G.B.A. Duchenne a efectuat, pentru prima dati, biopsia
muschiului scheletic la un bolnav cu paralizie musculard pseudohipertrofica. in 1879, W.
Gowers, unul dintre fondatorii neurologiei germane, in tratatul stiintific ,,Paralizia musculara
pseudohipertrofica”, a generalizat materialele propriilor observatii asupra a 21 de bolnavi cu
DMD si 139 de cazuri similare, descrise in literatura de specialitate.

Unul dintre cele mai caracteristice simptome ale DMD/B este hipertrofia diferitor grupuri
de muschi: gastrocnemieni, deltoizi, fesieri. In special, sunt tipice pseudohipertrofiile muschilor
gastrocnemieni (,,pulpa gnomului”). Pseudohipertrofiile muschilor gastrocnemieni se dezvolta
devreme, de la 3-5 ani, si pe masura inaintdrii in varstd au tendintd de micsorare.
Pseudohipertrofiile produc o impresie falsa de sanatate fizica [46].

Initial, atrofiile musculare se localizeazda in muschii centurii pelviene, in sectoarele
proximale ale membrelor posterioare, iar ulterior se observa expansiunea lor in directie
ascendenta spre centura scapulara, muschii spinali, zonele proximale ale membrelor superioare.
Ridicarea din pozitia orizontala sau de pe scaun provoaca mari dificultati. Ridicandu-se, bolnavii
folosesc metode ajutdtoare (,,catdrarea pe sine insusi”, ,,cdtdrarea in scarda”). W. Gowers (1879) a
descris o metoda deosebita, utilizata de bolnavii cu DMD/B in timpul ridicarii, denumita ulterior
,semnul/manevra Gowers” (ridicarea in ortostatism prin catararea pe propriul corp cu sprijin pe

genunchi).
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Miodistrofia Duchenne este o maladie ereditara recesiva, X-inlantuita, cu incidenta de 1 la
3500 baieti nou-nascuti, indiferent de apartenenta etnica si rasiala [31].

In stadiile incipiente ale maladiei, la bolnavii cu forma de imbolnavire DMD, cele mai
tipice dereglari osteoarticulare sunt: scolioza, lordoza lombara, aplatizarea si deformarile cutiei
toracice (,,torace 1n carend”, ,torace plat”). Pe masura ce procesul miodistrofic progreseaza, se
dezvolta deformarea ecvinica a talpilor si contractura in articulatiile mari.

Investigatiile din ultimii ani denota ca una dintre problemele serioase ce apar la bolnavii cu
DMD este afectarea inimii (cardiomiopatie dilatata) [47].

Prin cercetarile efectuate de Adzija D. si colab. in 1994, s-a stabilit ca 1n procesul patologic
al DMD, sistemul cardiovascular frecvent este implicat de timpuriu. Circa 73% din bolnavi
manifesta diverse patologii cardiace. Cauza patologiei vasculare consta in insuficienta genetic
determinata a distrofinei in cardiomiocite [48].

Pentru diagnosticare si consultatia medico-genetica, o mare importanta are depistarea cat
mai devreme a maladiei. Metoda optima pentru investigatiile de screening este determinarea
creatininfosfochinazei in serul sangvin [49]. In majoritatea publicatiilor se indica faptul ca deja
in primele 2-5 zile de viata ale bolnavilor, activitatea acesteia in sange este ridicata de 50-100 de
ori fata de valorile normale si poate fi efectuat screeningul nou-nascutilor la DMD [50].

Pe masura progresarii procesului miodistrofic, exista tendinta de micsorare a activitatii
creatininfosfochinazei. Dupa datele lui Arai Y. s.a. (1995), tomografia computerizata a
muschilor scheletici indicd zonele cu densitate scazuta in muschii scheletici, semnele de atrofie
musculard, micsorarea densitatii si a volumului tesutului muscular pe masura progresarii
procesului miodistrofic. In prezent se utilizeazi imagistica prin rezonantd magneticd pentru
diagnosticul si monitoringul procesului miopatic [51].

In anul 1955, Becker P. E. a descris o maladie foarte aseménatoare fenotipic cu DMD, care
a fost denumita ,,distrofia musculara Becker”, dar care se deosebea de aceasta printr-0 demarare
mai tardiva si 0 evolutie benigna. Incidenta ei constituie 3,2-5 la 100.000 indivizi [52].

Gratie eforturilor multor laboratoare de cercetdri stiintifice din intreaga lume, a fost
identificata si Clonata gena distrofina pe bratul scurt al cromozomului X, locusul Xp21 [52]. A
fost stabilit alelismul genelor DMDuchenne si DMBecker. Se subliniaza de asemenea ca ambele
maladii sunt conditionate de mutatiile genei distrofina [53].

Comparativ cu DMDuchenne, distrofia musculard Becker prezintd diverse manifestari
clinice. Conform datelor lui Polmucci L. s.a. (1992), la unii bolnavi predomind tabloul

cardiomiopatiei, cu lipsa sau implicarea redusd a muschilor scheletici in procesul patologic.
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Potrivit datelor lui Quinlian R.M. si Dubowitz V. (1992), in caz de DMBecker, inima este
implicatd in procesul patologic in circa 75% cazuri.

La un sir de bolnavi are loc progresarea lentd a simptomelor de miopatie si acestia isi
mentin capacitatea de a se deplasa singuri pana la 12-15 ani, in pofida depistarii deletiilor ample
ale genei distrofinei [54].

Depistarea distrofinei nu numai in tesutul muscular, dar si in encefal, a permis de a
presupune o interconexiune a DMBecker si DMDuchenne cu maladiile intelectuale si psihice. in
lucrarile stiintifice ale multor savanti se mentioneaza ca retinerea dezvoltarii mintale nu se refera
la maladiile asociate cu cromozomul Xp21 [55]. Retinerea dezvoltarii mintale la pacientii cu
DMDuchenne si/sau Becker poate fi asociata cu o gena separata, localizata in apropierea genei
DMD.

Deletiile eterogene in zona Xp21 au fost depistate in ADN-ul bolnavilor cu DMD si DMB,
markerul ADN din zona dilatatd fiind in legaturd stransd cu segregarea mutantd din familii.
Exonii in gene au fost depistati prin explorarea fragmentului puternic conservativ din ADN-ul
clonat, iar transcriptul mare a fost identificat In muschiul scheletic al fatului uman. Seriile de
clone ADNc care inconjoara 14 kb de transcript au fost separate din muschii scheletici ai fatului
uman si a fost stabilita consecutivitatea nucleotidica [56].

Gena distrofinei codifica proteina-distrofina compusa din 3,685 aminoacizi si este foarte
probabil ca ea se refera la clasa proteinelor-bastonas elastice, in care intra spectrina si o-actina.
Acestea sunt doua proteine citoscheletice, ipotetic organizate ca dimeri antiparaleli, care pot lega
actina si pot fi antrenate in amplasarea submembranard a proteinelor cu care sunt asigurate
citoscheletele multor tipuri de celule [57].

Gena distrofinei este cea mai mare gena descrisa la fiinta umana, ea contine mai mult de
2,2 MB (milioane perechi de baze) [58] ale secventei genomice, care corespunde la aproximativ
0-1% din intregul genom uman sau 1-5% din intregul cromozom X. Gena distrofinei consta din
introni in proportie de 99%, iar secventa codanta este constituita din 86 exoni (inclusiv sapte
promotori legati la primul exon). ARN mesager cu lungimea totalda de 14.000 bp, transcris de pe
gena distrofinei, se exprima predominant in muschii scheletici si in cel cardiac si, in cantitati
mici, in creier.

Cercetdrile efectuate in ultimii ani au confirmat faptul cd distrofina actioneaza in calitate
de supresor tumoral si, probabil, ca factor antimetastatic, sugerand ca terapiile in dezvoltare
pentru distrofia musculara pot avea relevanta si in tratamentul cancerului [59].

Au fost identificate trei izoforme ce contin acelasi numar de exoni, dar provin de la trei

promotori independenti in creier, muschi si neuronii cerebelari Purkinje (Figura 1.1). Acesti trei
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promotori au un prim exon unic, legat la setul comun de 78 exoni, si denumirea fiecaruia reflecta
locul de exprimare maxima. De exemplu: promotorul cerebral asigurda expresia primara in
neuronii corticali si hipocampul creierului, in timp ce promotorul Purkinje se expreseaza in
celulele cerebelare Purkinje [60] si, intr-0 concentratie foarte mica, in muschii scheletici,
cardiomiocite [61], precum si, in concentratii mici, in unele celule gliale ale creierului. A fost
descrisa de asemenea o izoformi actionald limfocitard de lungime intreagi. insi descoperirile
curente au inaintat ideea ca aceastd forma poate fi un artefact, atribuindu-i un rol functional
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Fig. 1.1. A, B —structura genei distrofinei, localizata pe cromozomul Xp21 [62]

Liniile negre verticale din Figura 1.1.A reprezintd cei 79 de exoni ai genei distrofinei,
distribuiti in aproximativ 2-5 milioane de baze. Sagetile indica diferiti promotori, in particular
cei cerebrali — B (brain), musculari — M (flex) si Purkinje — P; R sau promotorul Dp 260 (retina),

B3 sau Dp140 (creier), S sau Dp116 (celulele Schwann) si G sau Dp71 (general) [62].

In Figura 1.1.B este indicata structura domeniului diverselor proteine distrofine. Domeniul
amino-terminal este urmat de domeniul de tip spectrinic, de cel bogat in cisteina si de domeniul

carboxi-terminal.
Distrofina consta din patru domenii:

- Zona N-terminald (circa 240 de aminoacizi), potrivit datelor lui Hammond (1987),

asemanatoare sectorului actin-liant al o-actinei. Aceasta este o proteina citoscheletica tipica si
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este legatd cu alte proteine ale complexului membranar. Ea are importantd pentru stabilitatea
distrofinei; deletia ei duce la forma grava a miodistrofiei Becker.

- Partea a doua este numita ,,axiala”, deoarece ei ii revine masa principald. Aceasta
regiune mare contine 25 de segmente spiralate tertiare, consecutive, care contin cate 88-126
aminoacizi fiecare. Potrivit datelor lui Davison, Critchley (1988), repetarile sunt analoage
repetarilor spectrinei si o-actinei, in special in segmentul triptofanic. Segmentul spiralat tertiar
contine: a-spirala/rotatie/o-spirala/rotatie/o-spirala, structura torsionata spre sine, formand
spirala tertiara pana la atasarea urmatorului segment repetat, de lungimea o-spiralei. Davison s.a.
(1989) au presupus o structura din patru spirale de lungimea domeniului in forma de betisor al
distrofinei, spectrinei si a-actinei. Ea se baza pe structura secundard a repetdrii presupuse,
precum si pe amplasarea restului, cand au loc rotirile Tn segmentul o-spiralat. Aceasta a doua
parte este importanta ca o veriga de legatura intre partile 1 si 3. Deletiile partii ei centrale sunt
lipsite de simptome, iar cele ale sectorului distal provoacd forma clasica a miodistrofiei Becker
[63]

- A treia regiune a distrofinei (circa 150 de aminoacizi) este o regiune bogata in cisteina,
asemandtoare regiunii carboxilice a o-actinei. Deletiile ei provoaca forma Duchenne a
miodistrofiei [64].

- Ultima regiune a distrofinei, denumita ,,C-terminala”, este unica [64]. Ea contine circa
420 de aminoacizi si nu e similara nici uneia dintre consecutivitatile proteinice, insa, conform
datelor lui Lemaire C. s.a. (1988), ea este puternic conservativa ,,intre” om si gaind. Aceasta
asemdnare este neobisnuitd, deoarece la nivel nucleotidic ea se extinde in regiunea 3'-
intranslabila presupusd. Partea proximad a acestui domeniu este foarte importantd pentru
functionarea distrofinei, iar deletiile in ea provoaca forma Duchenne, pe cand la modificarea
partii terminale apare forma neprogresiva a miodistrofiei Becker.

Asadar, modificarea diferitor parti ale distrofinei este in conexiune cu evolutia diversa a
miodistrofiei.

In conformitate cu conceptiile moderne, gena DMD uriasi se giaseste sub controlul unui
sistem complex de reglare a transcriptiei si a matisarii (splicingului). Cinci promotori
independenti realizeaza transcriptia alternativa specifica a primilor exoni in diverse stadii ale
dezvoltarii embrionare. Trei promotori expreseaza molecula integra a distrofinei, in timp ce alti
doi promotori realizeaza expresia ultimelor domenii prin metoda excluderii reciproce [65].

Transcriptia si splicingul co-transcriptional al proteinei distrofina umana (2,2 Mb) dureaza

16 ore in conditii experimentale. Distrofina contine introni lungi (24 cu lungimea de peste 10 kb
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si 5 —mai mult de 100 kb), iar gratie eterogenitatii dimensiunii acestora se formeaza un transcript
ideal pentru studierea diferitelor aspecte ale procesului de matisare [65].

Secventele a sase exoni ce codifica capatul C-terminal al proteinei sunt supuse unui
splicing alternativ, creand cateva forme structurale diferite de distrofina, ce realizeaza diverse
functii. Asadar, a fost identificat ARNm de 6,5 mii pb transcris de pe gena DMD, care este,
probabil, produsul de baza al acesteia in tesuturile nemusculare, inclusiv in creier.

Proteina respectiva se deosebeste considerabil de distrofind si nivelul ei in unele tesuturi
nemusculare este comparabil cu cel al distrofinei in muschi. Este de asemenea descris
transcriptul de 4,8 mii pb al aceluiasi locus, ce se expreseaza in multe tipuri de tesuturi, in
special in celulele Schwann care infisoara neuronii, unde distrofina lipseste [66].

Aceasta proteind a primit denumirea de ,,apodistrofina-1”. A fost clonat si secventionat
inca un transcript de 2,2 mii pb ale genei DMD, care codifica apodistrofina-3, ce se expreseaza in
embriogeneza tardiva. Deci, in cercetarile din ultimii ani s-a depistat existenta catorva forme
izomerice ale distrofinei, care au fost denumite ,,apodistrofine” [67].

Cele mai frecvente schimbdri in gena distrofinei sunt deletiile, care apar in 65% din
mutatiile distrofinice. Deletiile si, mai rar, duplicatiile pot avea loc in orice regiune a genei, dar
se cunosc doud regiuni cu deletii frecvente: una localizata in partea centrala a genei, iar cealaltd —
la capatul 5°. Prima regiune este supusa cel mai frecvent mutatiilor si include exonii 45-55 —
punctul rupturii genomice, localizdndu-se in intronul 44, in timp ce zona capatului 5’ include
exonii 2-19, cu punctul de rupturd aflat in intronii 2-7. Clusterele acestor doud zone fierbinti
servesc ca baza pentru utilizarea tehnicii PCR, cu ajutorul céreia, in urma sceeningului a numai
19 exoni, au fost identificate mai mult de 98% din deletii [55][68].

Tehnica PCR este foarte eficace pentru diagnosticul molecular al deletiilor, totusi ea nu
poate fi utilizata pentru identificarea duplicatiilor sau identificarea femeilor purtitoare. In aceste
cazuri se pot folosi alte tehnici de diagnostic, precum PCR cantitativ sau hibridizarea multipla
amplificabild a probei.

Deletiile se identifica la circa 60-65% din pacientii cu DMD si BMD, iar frecventa
utilizate. Restul cazurilor se considera a fi cauzate de combinarea mutatiilor mici (cel mai
frecvent, mutatiile punctiforme rezultd in nonsens sau mutatii frame-shift), deletii intronice pure
sau insertii exonice ale secventelor repetitive [69].

Nu existd o relatie simpld intre marimea deletiei si manifestarea clinica a bolii. De
exemplu, deletia unui exon mic, cum este 44 tipic, rezultda in DMD, in timp ce deletii mari care

implicad aproape 50% din gena au fost descrise la pacientii cu BMD. Domeniile centrale si cele
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distale par a fi mai putin importante functional, unele deletii in aceste regiuni au fost asociate cu
mialgii si crampe musculare, insa fara slabiciune. Unii pacienti prezinta chiar o crestere izolata a
concentratiei creatinkinazei in plasma. Acest fenomen a fost demonstrat la bolnavii cu deletii in
exonii 32-44, 48-51 sau 48-53, majoritatea dintre care aveau o concentratie a distrofinei normala
sau aproape normala [55].

Asadar, efectele asupra fenotipului depind nu atat de marimea deletiei (acelasi lucru se

referd si la duplicatii), cat de faptul daca aceasta intrerupe blocul citit (Figura 1.2).
A 1 2 3 4 5 & 7 8 g 10 11 12
e | | P |
B 1 2 1 4 5 L] T ] 3 A0 11 12

c 1 2 3 4 5 8 12
g ]| | | g eES=gEHEE Sy
T

D 1 2 | B L 8 g A0 11 13
| | P TESEE |
Cut-of-frame
Fig. 1.2. Efectele diferitor deletii in ,,reading frame” (cadrele de citire) ale genei
distrofinei (A) [62]

Alta observatie este ca diferite deletii (ca marime si localizare) pot fi asociate cu un fenotip
sever foarte similar. Cauza acestui efect poate fi scidereca ARN nonsens-mediata. Acest fenomen
poate avea importantda atat in insuficienta restabilirii functiei distrofinei, cat si pentru
variabilitatea fenotipica prin variatia eficientei controlului scaderii ARN [3].

Mutatiile care mentin citirea scheletului nucleotidic (transcriptia) in-frame in general
rezultd in distrofina anormald, insa partial functionald, si sunt asociate cu BMD (Figura 1.3). La
pacientii cu DMD, deletiile si duplicatiile deregleaza transcriptia (frame-shift), rezultand in ARN
nestabil, care eventual duce la formarea proteinelor trunchiate in cantitati aproape indetectabile.
Aceasta ipoteza ,,Reading frame” cuprinde peste 90% de cazuri si este de obicei folosita atat
pentru confirmarea diagnosticului de distrofinopatie, cat si pentru diagnosticul diferential intre
DMD si BMD [70].

Exceptii ale ipotezei reading-frame existd si ele includ pacientii cu BMD, purtatori de
frame-shift deletii sau duplicatii, si pacienti cu DMD, cu in-frame deletii sau duplicatii.

Aproximativ 65% din cazurile DMD sunt cauzate de deletiile de tip out-of-frame, care pot
produce distrofine trunchiate si nonfunctionale. Totodata, deletiile de tip in-frame permit
expresia unor proteine distrofice interne cu deletii, dar partial functionale. De aceea, fenotipul

DMD poate fi, teoretic, schimbat in fenotipul DMB prin restaurarea cadrelor de citire (reading-
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frame). Cadrul de citire poate fi recuperat prin blocarea unui exon vecin in deletiile out-of-frame
pe perioada de pre-ARNm despicare [71].

,»Exon skippingul” reprezintd o abordare mai recentd a distrofiilor musculare de reparare a
genei endogene, o strategie care induce excluderea exonului ce contine mutatia alelica. Scopul
acestei strategii este de a exclude exonii mutanti din ARNm matur care codifica distrofina (de
exemplu, acesti exoni transportd o mutatie nonsens ce cauzeaza oprirea prematura a traducerii),
prin prevenirea includerii lor in timpul matisarii ARNm [72]. Aceastd metoda ar trebui sa
conduca, prin urmare, la formarea unei distrofine mai mici, care este incd functionala. Exon
skippingul foloseste oligonucleotidele antisens (AON), care sunt special concepute pentru a
bloca siturile recunoscute in timpul splicingului, pentru a procesa precursorul ARNm in ARNm
matur. Exon skippingul este astdzi, probabil, cea mai promitatoare abordare pentru a atenua
substantial simptomele in DMD, avand in vedere dovezile stiintifice solide si faptul ca principala
cauza a DMD este gena distrofina mutanta [73].

Exista trei abordari distincte care folosesc exon skippingul. Desi principiul antisens mediat
al acestei strategii este acelasi, cele trei metode difera in mare masurd prin chimia
oligonucleotidelor si prin maniera prin care secventele antisens sunt aplicate in tesut. Prima
metoda utilizeaza virusuri adenoasociate (AAV) pentru a genera o anumita U7 ARNsn, care este
implicat in prelucrarea capatului 3' al ARNm precursor al histonelor. Studii pe soareci mdx au
furnizat dovezi convingatoare despre potentialul acestei metode pentru tratamentul DMD (in
detalii se va expune mai jos). Aceastd metodd este In curs de dezvoltare pe baza modelului
Golden Retriever pentru DMD (GRMD) [74]. Desi metoda este atragatoare, utilizarea de AAV
are totusi limitele si provocarile sale. De exemplu, virusul trebuie sa fie aplicat sistemic si trebuie
sa transduca toti muschii scheletici, ca sa fie eficient.

Alta metoda exon skipping presupune aplicarea directd a oligonucleotidelor antisens in
tesut [75]. Tehnica de tratament cu AON a fost dezvoltatd cu mai mult de doud decenii in urma.
Dupa multe esecuri initiale in studiile clinice, metoda a ajuns acum la o etapa in care poate fi
aplicatd intr-un cadru clinic. Pentru tratamentul DMD, utilizarea AON este mult mai avansata.
Estimarile actuale prevad ca aproximativ 15% dintre pacientii cu DMD ar beneficia de
excluderea exonului 51 al distrofinei, iar aceasta reprezinta cea mai mare fractiune. Excluderea
exonului 51 ar putea fi realizata printr-0 serie de AON, desi nu este foarte clar daca eficacitatea
sa ar fi intr-adevar aceeasi, indiferent de mutatie [76]. Pentru acei pacienti cu DMD care nu pot
beneficia de skippingul exonului 51, trebuie sd fie proiectate noi AON. Doud dintre cele mai
comune mutatii care pot fi tratate printr-un singur AON au fost gasite la aproximativ 8% dintre

pacientii cu DMD. In total, aproximativ jumitate dintre pacientii cu miodistrofie Duchenne ar
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putea beneficia de exon skipping, dar este important de mentionat ca numarul de bolnavi care pot
beneficia de un anumit AON poate fi foarte mic. Faptul ca nu toti pacientii cu DMD pot fi tratati
prin aceasta abordare indica necesitatea de a continua cautarea unor metode de alternativa.

Cele mai mari provocari cu care se confrunta tratamentul cu oligonucleotide antisens este
necesitatea de a ajunge la toti muschii si cerinta ca AON si patrunda in nucleii muschilor in
cantitate suficientd, pentru a permite reexpresia distrofinei. Estimarile actuale aratda ca 30% din
nivelul distrofinei gasite in controale sunt suficiente pentru a evita o distrofie musculara.

O abordare originald de terapie genica pentru DMD a fost dezvoltatd la Universitatea
Oxford de catre un grup de cercetatori condus de Kay Davies.Esenta metodei constd in
incercarea de a stimula activitatea omologului autozomal al distrofinei — gena utrofina, produsul
de expresie al careia are potentialul de a compensa lipsa distrofinei in toate grupele musculare. In
embriogeneza umana, pana la aproximativ sapte saptamani de dezvoltare, distrofina nu se
expreseazi, iar functia sa in muschi este efectuati de proteina utrofina. In intervalul dintre cea
de-a saptea si a 19-a saptdimana de dezvoltare embrionara, sunt expresate ambele proteine, iar
dupd a 19-a saptamana se produce substitutia utrofinei musculare prin distrofina. Dupda 19
saptdimani de dezvoltare embrionara, utrofina se gadseste numai in regiunile conexiunilor
neuromusculare.

Proteina utrofina, fiind localizata autozomal, prezinta similitudini evidente cu proteina
distrofina, prin intermediul domeniilor sale N- si C-terminale, care joaca un rol decisiv in
functionarea distrofinei, in timp ce domeniul central rod (bastonas), nesemnificativ din punctul
de vedere al functionalitatii, este prezent in cadrul utrofinei intr-o versiune foarte scurta [77]. Au
fost deja obtinute date care demonstreaza ca transfectia soarecilor madx in vivo cu gena utrofina
conduce la exprimarea utrofinei la nivelul muschilor scheletici si diafragmatici [77]. Rezultatele
experimentale admit posibilitatea de a corecta defectele din fibrele musculare, care nu prezinta
distrofina, prin intermediul utrofinei [78].

B. Amiotrofiile spinale

Amiotrofiile spinale formeaza o grupa de maladii eterogene, ereditare autosomal-recesive,
caracterizate prin degenerarea celulelor coarnelor anterioare ale maduvei spinarii[79].

Prima mentiune despre amiotrofia spinala (SMA) tine de sfarsitul secolului al XIX-lea,
cand G. Werdnig (1891) a publicat in revista ,,Arhiva de psihiatrie si neurologie” articolul ,,Doua
cazuri de atrofie musculara infantild ereditard incepdtoare progresivda de naturd neurogena”.
Acesta a descris SMA la un copil care pana la 10 luni a fost sdnatos, insa treptat a aparut

slabiciunea musculara progresiva in ambele picioare, s-au dezvoltat atrofii la muschii spinali,

.....
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SMA este o boald neurodegenerativa ereditara si se subdivide 1n trei forme clinice:

Tipul | — forma acuta (boala Werdnig-Hoffmann), ce apare in primele sase luni de viata si
provoaca moartea in primii doi ani. Slabiciunea este simptomul principal al SMA. Gravitatea si
timpul aparitiei simptomelor bolii variaza. Exista o corelatie intre inceputul maladiei si gravitatea
ei. Astfel, boala care se incepe mai tarziu este mai acuta si are o prognoza nefavorabila [81].

Tipul 1l — forma intermediara: pacientii nu se tin pe picioare, dar de obicei traiesc mai mult
de patru ani. Mai des, slabiciunea se manifesta in primele cateva saptamani sau luni ale vietii,
cand familia are posibilitatea de a observa copilul si incepe sa se ingrijoreze ca lipsesc miscarile
motrice normale [82].

Tipul 1l — forma juvenila (boala Kugelberg-Welander): slabiciunea musculara progresiva
apare dupa doi ani. Cea mai simpld forma se observa in cazul aparitiei tarzii a primelor simptome
ale bolii. Primul simptom este slabiciunea muschilor partilor proxime ale extremitatii
posterioare. Copiii nu pot fugi, cad deseori, au greutati la urcarea scarilor si la ridicarea din
pozitie sezanda.

Tipul IV — forma adulta: maladie treptat progresiva, avand debutul, in majoritatea
cazurilor, peste varsta de 35 de ani; nu afecteaza grav calitatea vietii. Atrofia musculara spinala
de tipul IV se caracterizeaza prin slabiciunea musculaturii proximale, fasciculelor, scaderea
reflexelor tendoanelor si duce la incapacitatea de deplasare de sine statitor. Electromiograma
releva semne specifice de deteriorare a coarnelor anterioare ale maduvei spinarii, manifestata
prin activitate ritmicd spontand. Examinarea morfologicd a biopsiilor fibrelor musculare
evidentiaza atrofierea si hipertrofierea fibrelor de tipul | si tipul II. O trasatura caracteristica este
acumularea de fibre mici, rotunde, intercalate cu fibre hipertrofiate (atrofie ,fasciculara”).
Examenul patomorfologic evidentiaza umflarea, incretirea sau atrofia motoneuronilor din
coarnele anterioare ale maduvei spinarii si, in unele cazuri, a nucleelor nervilor cranieni.

Toate cele patru forme ale SMA prezinta variante alelice ale mutatiilor unei gene — SMN1
(survival motor neuron 1 — gena factorului de supravietuire a neuronilor motori 1), situatda pe
bratul lung al cromozomului 5 (5911.2-913.3), aflatda in locusul D5S125 si identificata prin
metoda de clonare pozitionala in anul 1995. In cromozomul 5q13 a fost descoperita duplicarea
invertitd, compusa din 500 kb, ce continea o regiune critici in zona telomerelor. In zona dati a
fost identificatd o gena cu marimea de 20 kb. Analiza northern blot a ARN din diferite tesuturi,
inclusiv din maduva spindrii, a aratat ca gena expreseaza larg si da un transcript cu marimea de
1,7 kb mARN, care codifica o proteind necunoscuta inainte, este compus din 294 de aminoacizi

si are masa moleculara de 32 kDa [83].
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Ulterior, a fost descoperitd o gend omoloaga la 95% din indivizii de control, dislocatd in
zona centromerului, care difera cu cinci mutatii punctiforme. Acest fapt a permis diferentierea
ambelor gene prin amplificarea exonilor 7 si 8. Gena di zona centromerului a fost numita
cBCD541 (mai apoi SMN2), ea se expreseaza si ARNm ei se supune splicingului alternativ, cu
pierderea exonului 7 [84].

Oamenii si cimpanzeii pitici (Bonobo) sunt unicii detinatori a doua copii paralogice (sau
gene omoloage, formate in urma aparitiei unei copii predecesoare a genei) ale genei SMN
inversate in cadrul cromozomului 5. Genele SMN1 (copia telomericd) si SMN2 (copia
centromericd) se diferentiaza la nivel de secventd codificatoare printr-o singurd nucleotida.
Schimbul nucleotidei 6C>T in exonul 7 al genei SMN2 duce la schimbul matisarii ARN-ului,
ulterior la lipsa exonului 7 aproximativ Tn 90% din transcriptul genei SMNZ2. Din aceasta cauza,
gena SMNZ2 reprezinta sursa sintezei proteinei izoforme SMNA7, proteina schimbata, nestabila si
usor degradabild, care nu este capabilad sd compenseze consecintele deletiilor in gena SMN1[85].
Numirul copiilor genei SMN2 este invers proportional gravititii bolii. In ciuda faptului ca
absenta produselor de sinteza ale genelor SMN este absolut fatala, in prezenta mai multor copii
ale genei SMN2 sunt descrise cazuri de prezenta asimptomaticd a mutatiilor homozigote in
SMN1[86].

Intr-un studiu, la 93% (213 din 229) din bolnavi a fost depistata lipsa genei SMN, iar
structura ei deterioratd — la 13 (5,6%) pacienti examinati. Prezenta mutatiilor punctiforme
(Y272C) [87] sau ale deletiilor scurte in situsuri de splicing ale intronilor 6 si 7 a stat la baza
presupunerii ca copia telomerica data este responsabild de aparitia acestei boli. Astfel, analiza
grupului de control a aratat ca gena SMN era prezenta la toti indivizii, iar gena cBCD541 — la
95%.

Alaturi de capatul telomerului genei SMN este identificatd incd o gena — gena proteinei
inhibitoare a apoptozei neuronilor — NAIP (neuronal apoptosis inhibitory protein). In formele
clinice severe ale SMA (tipul 1) conditionate de deletii, se atesta frecvent pierderea genei NAIP.
S-a stabilit ca diferenta dintre varsta aparitiei manifestarilor si severitatea variantelor alelice ale
SMA proximale de tipurile I-IV poate fi datorata efectului de modificare al numarului de copii
atat ale genei SMNc, cat si ale altor gene din aceasta regiune —NAIP, SERF1A (H4F5) si
GTF2H2 [88].

Burglen s.a. au studiat gena SMN mai detailat si au aratat ca ea consta din 9 exoni, dar nu
din 8, cum se credea Tnainte. A fost determinata localizarea stop-codonului translarii in exonul 7,

deoarece exonul 8 nu se transleaza.

44



Bussaglia s.a. au efectuat analiza genetica a 54 de familii neinrudite, printre care a fost
descoperita deletia a 4 pb ale genei SMN, codonii 133-134 in exonul 3, la 4 pacienti neinruditi.
Aceasta deletie este explicata prin modificarea diapazonului de citire si aparitia prematura a stop-
codonului, care s-a produs in acelasi loc al haplotipului, ceea ce presupune aparitia unui
eveniment mutational, ce a avut loc in toate cele patru familii. Din trei familii, un pacient a avut
SMA de tipul II, fiind homozigot dupa deletia data, un alt pacient a avut boala de tip I, altii doi —
de tip 111, deletia fiind mostenita de la unul dintre parinti. Ceilalti pacienti posedau alte deletii ale
genei SMN sau conversia genei, ce inlocuiau exonul 7 cu copia omoloaga. Aceasta a fost prima
mutatie cu modificarea diapazonului si ea confirma asocierea genei SMN cu fenotipul SMA.

S-a stabilit ca majoritatea pacientilor poarta deletia homozigota a exonilor 7 si 8 si numai
la 0 mica parte dintre ei lipseste exonul 7, dar se pastreaza 8. Utilizand metoda ,,contiguous
PCR”, de la exonul 6 pana la exonul 8 al genei SMN a fost gasita gena himera, ce s-a format ca
rezultat al unirii exonului 7 al genei de copiere (SMN2) si exonului 8 al genei SMN, s-a stabilit
lipsa genei SMN normale. Prin urmare, conversia genica poate duce la formarea diferitor forme
ale bolii, iar aceasta explica aparitia maladiei la indivizii la care au lipsit deletiile exonilor 7 si 8.
S-a ajuns la concluzia ca prezenta genei hibride functionale, la indivizii sanatosi cu deletiile
exonilor 7 si 8 ale genei SMN, poate explica lipsa manifestarilor clinice la acestia.

A ramas de raspuns la intrebarea critica: de ce pierderea homozigota a genei SMN1, dar nu
a SMN2, provoacd SMA? Analiza transcriptelor SMN1/SMNZ2 ale genelor hibride si ale genei noi
mutante SMN1 a aratat relatii reciproce directe intre boala si lipsa exonului 7. Pentru a determina
care dintre cele cinci nucleotide ale genelor diferite SMN1 si SMN2 provoacd splicingul
alternativ al exonului 7, au fost obtinute seriile de minigene SMN si caracterizate produsele lor.
S-a constatat cd substituirea C cu T in codonul 280 al exonului 7 este responsabild pentru
splicingul alternativ [89].

Existd o corelatie stransd intre severitatea bolii si nivelul de proteind SMN. Proteina SMN
este expresatd pretutindeni, ea se gdseste atdt in citoplasmd, cat si in nucleu, unde este
concentrata 1n structuri punctiforme, numite ,,gems”. Niveluri ridicate de proteina sunt intalnite
in neuronii maduvei spinarii, acestea fiind celulele afectate la pacientii cu SMA [90].

Dupa cum am mentionat mai sus, maladia ereditara SMA este cauzata de o mutatie la
nivelul genei SMNL1, si anume de o mutatie homozigota. La persoanele sanatoase exista cel putin
0 copie a genei SMNL1 si una a genei SMN2 (Figura 1.3) [91].

Mutatii in cadrul alelelor genei SMN1 sunt prezente la aproximativ 95% din pacientii
afectati; restul 5% sunt persoane cu mutatii nonsens, frameshift sau missense in gena [92], [93].

Cea mai frecventa mutatie in SMN este deletia exonilor 7 si 8 [94], [95].
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In afara de aceasta, la un pacient cu SMA de tipul III a fost descoperiti o mutatie a genei
SMN necunoscuta anterior, exprimata printr-o unica inlocuire nucleotidica in intronul 7, ¢.922+6
T/C, care rupea succesiunea zonei-donor a splicingului exonului 7, fapt ce a dus la pierderea lui.
Rezultatele studiului demonstreaza mecanismul molecular-genetic de dezvoltare a bolii.

Actualmente s-a stabilit ca regiunea SMA contine patru gene: SMN1, NAIP, gena p44, care
codificd una dintre subunitdtile factorului principal trascriptional TFIIH, si H4F5, gend cu
functia nedeterminata [88]. Cele patru gene sunt duplicate si au copii telomerice si centromerice.
Deletia uneia dintre ele poate fi depistatd la pacientii cu SMA, dar numai gena SMN telomerica

(SMN1) este responsabila de declansarea bolii.
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Fig. 1.3. Schema alelelor genelor SMN1 si SMN2 pe cromozomul 5g13:

a — tip salbatic cu o copie a SMN1 si SMN2 pe fiecare cromozom 5 (1+1); b — purtator SMA cu o
copie SMN1 pe un cromozom 5 si pierderea SMN1 pe alt cromozom (1+0); ¢ — duplicarea cu
doua exemplare de SMN1 pe un cromozom 5 si 0 copie pe alt cromozom (2+1); d — SMA
purtator ascuns cu doua copii ale genei SMN1 pe un cromozom 5 si pierderea alelei SMN1 pe
celdlalt cromozom (2+0)[91]

In mod similar, gena SMN2 se prezinti ca una dintre genele SMA modificate. Au fost
gasite dovezi cd aceastd gend poate influenta asupra fenotipului bolnavilor, pentru ca nivelul
proteinei SMN 1in gena datd coreleazd cu gravitatea bolii. Totusi, ea nu poate preveni boala.
Numadrul copiilor genei depistate la bolnavii cu SMA tipurile I si II este mai mic decat la cei cu
tipurile I si 1.

Proteina completda SMN este formata din 294 de aminoacizi, se caracterizeaza prin
expresie omniprezentd si are multe functii [96]. Concentratia inaltd a acestei proteine se
intalneste in special la nivelul creierului si maduvei spinarii, rinichilor si ficatului, dar se gaseste
si in inima, muschi si alte tesuturi. Proteina este expresata atat in nucleu, cat si in citoplasma in
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componenta complexului SMN, ce reprezintd autoasamblarea structurilor proteice
multidimensionale, necesare pentru imbinarea pre-mARN [97]. Proteina SMN actioneaza ca o
subunitate a complexului SMN 1in biosinteza particulelor mici de ribonucleoproteine nucleare
(snRNP — small nuclear ribonucleic particles). Complexul SMN le permite proteinelor Sm si
nucleului ARN nuclear imbogatit cu uridina sd formeze snRNP, implicat in matisarea pre-ARNM
[98]. Continutul insuficient de proteine SMN duce la o scadere a sintezei snRNP.

Pentru a determina proteinele celulare ale proteinei SMN si includerea lor in functiile
celulare, au fost efectuate cercetari asupra relatiilor biochimice. S-a stabilit ca SMN intra in
calitate de partener al ribonucleoproteinei U [99], de asemenea actioneaza reciproc cu sine insasi,
cu fibrilarina si cu alte proteine necunoscute, numite ,,SIP-1” (proteina ce actioneaza cu SMN).
Fibrilarina este o proteina nucleara asociata cu toate boxele C/D snRNP, participa in procesarea
si modificarea ARNr. Cooperarea dintre SMN si fibrilarina este una directa. La ambele proteine
au fost identificate domenii care participa la interactiune.

Prin metoda de imunoprecipitare, a fost depistatd cooperarea dintre SMN cu proteinele
Gemin-3 si Gemin-4 [100]. in celulele HeLa, SMN, SIP-1 si Gemin-3 au fost localizate in
citoplasma si in structurile nucleare necunoscute, asociate cu corpurile spiralate (coiled bodies) si
numite ,,gems” (gemini of coled bodies). Aceste structuri sunt definite ca anticorpi anti-SMN, cu
marimea de circa 0,1-1 mcm, apar in cantitati de 2-8 pe nucleu si in ele se expreseaza coilina.
Corpurile spiralate presupuse participa in metabolismul ARN. ,,Gems” in cuplu cu corpii
spiralati sunt supuse modificarilor asemanatoare ca raspuns la factori endogeni si exogeni ai
celulei. Se presupune ca aceste structuri participa la procesarea ARN.

Li U. s.a. au aratat ca SMN si SIP-1 formeaza un complex cu miezul ,,core” al proteinei
Sm snRNP si poseda doua situsuri de legatura — unul pentru SIP-1 si altul pentru proteine Sm.
Analiza imunocitochimicd a fibroblastelor pacientilor cu SMA a aratat scdderea numarului
,»gems” la pacientii cu SMA tip |, precum si corelatia dintre aceste structuri si tabloul clinic al
patologiei.

S-a demonstrat actiunea directa a SMN si ARN asupra legarii ADN. Sectorul proteinei
SMN care este codificat de al 2-lea exon este necesar pentru asigurarea unirii acizilor nucleici.
Domeniul acesta este omolog la cativa factori de legare a acizilor nucleici, inclusiv cateva
proteine mobile grupate (HMG). In afard de aceasta, mutatiile SMN descoperite anterior la
pacientii cu AMS au demonstrat micsorarea actiunii legarii ARN.

Proteina SMN coopereaza cu proteine spliceozome snRNP si este necesara pentru
concentrarea SMN 1in citoplasma. S-a constatat cd proteina SMN mutantd, in care lipsesc 27 de

aminoacizi N-terminali (SMNdeIN27), provoaca reorganizarea negativa a snRNP in nucleu. In
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afara de aceasta, SMNdeIN27 inhiba splicingul premesagerului ARNm in vitro, totodata proteina
SMN normalad stimuleaza splicingul. Aceasta demonstreaza cd SMN joaca un rol decisiv in
formarea complexului multiproteic numit ,,spliceozom” si in biogeneza ARNm [101].

Eforturile de dezvoltare a terapiilor pentru SMA sunt axate pe identificarea procesului ce
ar potenta expresia SMN. A fost identificat ARN lung necodificator (IncRNA), ce provine din
catena antisens a SMN — SMN-ASI, care are un nivel crescut in neuroni si care transcriptional
reprima expresia SMN prin recrutarea complexului epigenetic represiv Polycomb-2. Degradarea
orientata a SMN-AS1 cu oligonucleotidele antisens (ASO) creste expresia SMN in celulele
derivate de la pacient, in culturile de neuroni si sistemul nervos central al soarecelui. SMN-AS1
ASOs livrate impreuna cu oligonucleotidele de comutare a SMN2 sporesc expresia SMN si
imbunatatesc supravietuirea soarecilor afectati sever de SMA. Acest studiu este prima dovada a
conceptului ca orientarea ARN-ului lung necodificator spre activarea trascriptional a SMN2
poate fi combinatd cu modificarea matisarii SMN2 spre ameliorarea SMA si demonstreaza
eficienta combinarii ASO pentru tratamentul maladiilor neurogenetice [102].

Pana acum, toate eforturile oamenilor de stiintd (generatii de grupuri de cercetare in
aceasta directie activeazd in USA, Germania, Italia) au fost orientate spre identificarea metodelor
ce ar mari considerabil cantitatea de proteina SMN 1in organism. Rezultate bune au fost obtinute
in urma administrarii unor preparate farmacologice (acid valproic, butirat de natriu si altele), iar
eficacitatea utilizarii celulelor stem in tratamentul maladiei SMA ramane incd sub semnul
intrebarii.

Stiri despre sase programe de cercetare pentru cautarea terapiei medicamentoase pentru
atrofia musculara spinala (SMA) au fost prezentate la Conferinta din SUA consacrata SMA de la
mijlocul lunii iunie 2016. Dintre aceste sase programe, patru — AVXS-101 (terapia genica),
Nusinersen, RG7800/RG7916 si LMI070 — abordeaza genetica maladiei SMA. Terapia genica isi
propune sa inlocuiasca mutatia in gena SMN1, care este cauza amiotrofiei spinale, iar celelalte
trei programe vizeazd SMN2 ca o ,,gena de duplicare”. Alte doua programe au ca scop protectia
functiilor celulelor nervoase si, respectiv, a muschilor. Din 2017, preparatul firmei Biogen, numit
Spinraza (nusinersen) a fost acceptat de catre FDA pentru tratamentul maladiei tipul 1, 2 si
3[103]. Actual se propune tot mai multor tari acest preparat pentru tratament, dintre care au
acceptat USA, Australia, Noua Zeelanda, Hong Kong, Taiwan si Coreea de Sud

1. Olesoxime — Roche/Genentech. Roche si Genentech activeaza actualmente pentru
obtinerea aprobarii medicamentului n concordanta cu nevoile pacientilor cu SMA. Ei evalueaza
dezvoltarea clinicd a doua medicamente experimentale cu abordari diferite pentru SMA —

Olesoxime si modificatorul splicingului SMN2 (RG).
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Incepand cu luna martie 2015, Roche evalueaza si promoveazi dezvoltarea clinici si
productia de Olesoxime in conformitate cu cerintele serviciilor de management al sanatatii, in
speranta obtinerii permisiunii de a intra pe piata pentru a oferi pacientilor cu SMA acest preparat.
Totodata, Roche va efectua un studiu suplimentar privind faza 3 Olesoxime la bolnavii cu
tipurile 11 si 111 ale maladiei SMA [104].

2. LMIO70 — Novartis. Medicamentul LMI070 a fost administrat la 13 pacienti; durata
maxima de administrare pana in prezent este de ~ 14 luni. Doza maxima tolerata nu a fost atinsa
(MTD). Efectele secundare raportate au fost usoare, iar preparatul a fost, in general, bine tolerat.
Au fost identificate noi organe-tinta pentru studii de toxicologie la céini (efecte secundare asupra
organelor au fost identificate numai in studiile pe animale) [105].

Pacientii inclusi in studiu continua sa primeasca medicamentul cu o ajustare a dozei si cu
masuri de sigurantd suplimentare. Astfel, cu exceptia a doud decese datorate insuficientei
respiratorii, niciunul dintre pacienti nu a renuntat la testare.

Se urmareste Tmbunatdtirea starilor pacientilor pe scara The Children’s Hospital of
Philadelphia Infant Test of Neuromuscular Disorders (CHOP INTEND) [106]si mentinerea
alimentarii si respiratiei independente la pacienti.

Rezultatele unui studiu pe animale ce utilizeaza doza zilnicd pe parcursul unui an
(comparativ cu o dozad sdptamanald intr-un studiu la om), au aratat o deteriorare neasteptatd a
nervilor periferici, a maduvei spinarii, a testiculelor si a vaselor sangvine din rinichi.

3. Nusinersen — Biogen/lonis. La data de 23 decembrie 2016, preparatul Nusinersen
(BIOGEN) este aprobat in SUA de catre Agentia de control al produselor alimentare si
medicamentelor (FDA — Food and Drug administration) pentru tratamentul atrofiei musculare
spinale, ceea ce il face prima terapie pentru SMA aprobatd in istorie. Biogen si lonis
Pharmaceuticals lucreazi la cercetarea preparatului respectiv [39]. In prezent, sunt in curs de
desfasurare doua studii de faza a 3-a a trialului clinic — ENDEAR si CHERISH. Ele se afla in
etapa colectarii datelor clinice pentru depunerea lor la autoritatile de reglementare si pentru
obtinerea autorizatiei de comercializare, in cazul in care se constatd ca studiile au avut succes.
Studiul ENDEAR analizeaza efectele Nusinersenului la sugarii cu varsta de pana la 7 luni [107],
iar CHERISH — la copiii cu varsta cuprinsa intre 2 si 12 ani [108].

Doua studii suplimentare ce se desfasoara in faza a 2-a a trialului clinic, denumite
NURTURE si EMBRACE, sunt de asemenea efectuate in scopul colectarii datelor suplimentare
despre Nusinersen. Studiul NURTURE (presimptomatic) cerceteaza efectul preparatului la
sugarii cu SMA care au fost diagnosticati, dar nu au manifestat inca simptome, cu scopul de a

determina daca este posibila prevenirea sau incetinirea aparitiei bolii. Studiul EMBRACE este
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conceput pentru a colecta date suplimentare despre un grup mic de pacienti cu SMA in perioada
infantila sau in copildrie, care nu indeplinesc criteriile de varsta si alte criterii pentru studiile
ENDEAR si CHERISH. Toate studiile sunt efectuate in intreaga lume. Studiul NURTURE
desfasoara activ recrutarea pentru experimente sau studii clinice, iar pentru studiile ENDEAR,
CHERISH si EMBRACE a fost recrutat numarul deplin de pacienti.

4. RG7800 si RG7916 — Roche/PTC/SMA Foundation. Roche, PTC Therapeutics si
Fundatia SMA colaboreaza in scopul elaborarii preparatelor RG7916 si RG7800, destinate
corectarii modificarilor de splicing ale genei SMN2, pentru pacientii cu SMA[109]. Aceste
preparate sunt produse orale experimentale si sunt studiate in prezent pentru capacitatea lor de a
modifica selectiv matisarea SMN2 in mRNA, astfel incat sa fie produs un transcript SMN2 de o
lungime maxima in ARNm.

In aprilie 2015 a fost suspendat studiul clinic numit Moonfish, care a investigat
modificatorul splicingului SMN2, denumit RG7800, la pacientii cu SMA. Suspendarea a fost o
masura preventiva dupa receptionarea unor date neasteptate ca urmare a testarii pe termen lung a
preparatului RG7800 pe animale, intr-0 concentratie mai mare decat cea din studiul Moonfish.
Cercetarile ulterioare asupra preparatului RG7800 au fost oprite. Pacientii care au participat in
experimentul Moonfish au dreptul de a se alatura la studiul deschis privind siguranta
medicamentului RG7916. In decembrie 2015, cercetarea clinicd cu al doilea modificator al
splicingului SMN2 — RG7916 — a fost initiat pe oamenii sanatosi. Pe baza rezultatelor acestui
studiu, preparatul respectiv a fost revendicat pentru studiile clinice la pacientii cu SMA.
Cercetarile la pacientii cu SMA tipurile I, Il si 11l au fost initiate la sfarsitul anului 2016 si
continud pana in prezent.

5. CK-2127107 — Cytokinetics/Astellas. Cytokinetics in colaborare cu Astellas au
sponsorizat studiul medicamentului CK-2127107 la pacientii cu atrofie musculard spinala.
Acesta este cel mai nou activator rapid de troponina pentru muschii scheletici, care poate
imbunatati functia musculara [110]. Pacientii sunt recrutati din centrele de cercetare clinica din
Statele Unite ale Americii pentru faza a 2-a a trialului clinic, ce reprezinta de fapt un studiu
randomizat, cu grup de control in care se administreazd placebo. Se planifica recrutarea a doua
grupuri de pacienti pentru doua studii consecutive de crestere a dozelor. Pacientii trebuie sa fie
confirmati genetic cu SMA de tip II, 1l sau IV si sa aiba varsta de 12 ani si mai mult. Se
planifica recrutarea a 72 de pacienti, care vor avea status ambulatoriu sau neambulatoriu. Studiul
va aprecia functia musculara dupa a 8-a saptamana de administrare a preparatului CK-2127107.

6. AVXS-101 (Gene Therapy) — AveXis. in decembrie 2015 a fost format grupul din 15

pacienti cu SMA tip 1 pentru faza 1 curentd, in timpul careia medicamentul a fost administrat
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intravenos (1V) [111]. Principalele teste ale preparatului AVXS-101, administrate intravenos
pentru pacientii cu SMA de tip 1, pentru SUA si Uniunea Europeana au fost realizate in anul
2017. In a doua jumitate a anului 2016 s-a efectuat injectarea intratecald (spinald) a AVXS-101
pentru pacientii cu SMA de tip 1l.

Incepand cu data de 15 septembrie 2016, Compania AveXis, specializata in dezvoltarea si
efectuarea studiilor clinice de terapie genica pentru pacientii cu boli genetice neurologice rare si
fatale, a furnizat informatii actualizate privind rezultatele intermediare ale primei faze a
preparatului AVXS-101 pentru tratamentul atrofiei musculare spinale de tip 1 (SMA). Datele au
fost prezentate de Dr. Jerry Mandell, directorul Centrului de Terapie Geneticd de la Institutul de
Cercetare al Spitalului National pentru Copii (SUA). Studiul a fost prezentat la cel de-al 21-lea
Congres anual al Societdtii Mondiale de Boli Neuromusculare, care a avut loc in Granada,
Spania. La inceputul anului 2017, Compania AveXis a primit pentru preparatul AVXS-101
statutul de ,,inovator” de la Agentia de Control al Produselor Alimentare si Medicamentelor din
SUA (FDA), acesta fiind primul medicament cu acest statut ce trateaza atrofia musculara spinala.
In cadrul prezentirii, pentru prima dati au fost inaintate datele preliminare ale studiului clinic, ce
au inclus informatii despre realizarile functiilor motorii ale pacientilor. Doua treimi din pacientii
din cohorta 2 au dobandit capacitatea de a sta individual. De asemenea, in cohorta 2, 11 din 12
pacienti au putut sa-si tina capul, 7 din 12 pacienti au reusit sa realizeze miscari de intoarcere a
corpului, iar 11 din 12 au reusit sa ia o pozitie sezanda cu sprijin [111]. Dupa desfasurarea
studiului, doi pacienti au putut sa se deplaseze de sine statator, la unul dintre ei aceasta functie
fiind afectata dupa data de 15 septembrie 2016. De asemenea, acesti doi pacienti au reusit sa
stapaneasca astfel de functii importante, cum ar fi abilitatea de a se tari, a sta in pozitie sezanda
cu suport, a sta In pozitie ortostaticad, a merge cu sprijin.

C. Neuropatiile musculare ereditare

Neuropatiile ereditare reprezintd o grupa de maladii genetice, eterogene, complicate ale
sistemului nervos periferic, caracterizate prin polimorfism clinic marcat. In prezent se
diferentiaza patru grupe de neuropatii, in functie de combinatia dintre deteriorarea portiunilor
locomotoare sau senzitive ale nervilor periferici: 1) neuropatii senzitivo-motorii ereditare
(NSME); 2) neuropatii motorii ereditare; 3) neuropatii senzoriale ereditare; 4) neuropatii
senzitivo-vegetative ereditare. Fiecare dintre aceste grupe se imparte in cateva variante clinice si
genetice.

Cea mai numeroasa grupa o constituie NSME, ce alcatuieste ~ 80% din toate neuropatiile
ereditare. Conform propunerii P. Dyck si E. Lambert, bazate pe datele electrofiziologice si

histopatologice, NSME au fost impartite in doua tipuri de baza: demielinizate (I) si axonale (I1).
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Pentru toate grupele de NSME a fost caracteristica triada simptomelor clinice: atrofia sectiunilor
distale ale mainilor si picioarelor, cu deformarea lor; tulburari de sensibilitate in zona muschilor
atrofiati; hipo- sau areflexia muschilor de la nivelul extremitatilor superioare si inferioare. De
regula, NMSE au avut o evolutie progresiv-moderata, fara a duce la dizabilitati severe ale
pacientilor. Diagnosticul bolii, in cazuri sporadice, excludea polineuropatiile endocrine, alergice,
infectioase, alcoolice si alte polineuropatii exogene.

Deja primele lucrari aparute la sfarsitul secolului XVIII au permis, in baza investigatiilor
histologice ale muschilor, de a diferentia doua tipuri de miopatii: tipul primar, muscular, de
afectiune si tipul secundar, neurogen, conditionat de distrofia motoneuronilor segmentari ai
creierului spinal si ai fibrelor nervoase periferice.

Patologia Charcot-Marie-Tooth (CMT) a fost descrisda concomitent de trei savanti din
Londra si Paris in anul 1886. Profesorul Jean Martin Charcot (1825-1893) si studentul sau Pierre
Marie (1853-1940) au editat in acelasi an primul discurs despre atrofia musculara peroneala,
constatand slabiciune musculara distala la nivelul membrelor inferioare. Ei au examinat familii
din Franta, determinidnd micsorarea excitabilitatii musculare distale la nivelul membrelor
inferioare si superioare. Haward Henry Tooth (1856-1926) a descris aceastd patologie in lucrarea
sa prezentatd la Universitatea Cambridge in 1886, numind-o ,atrofie musculard peroneala
progresiva”.

Mai apoi, patologia a primit o altd denumire: ,neuropatie senzitivo-motorie ereditara”
(NSME).

In anii *60 ai secolului XX, patologia se intdlnea cu o frecventa de 1:2500 populatie [112],
acum aceste date s-au micsorat pana la raportul de 1:5000 (in unele populatii constituie de la
1:10000 pana la 1:2500), datoriti examinarilor si studiilor genetice efectuate. In populatia
infantild, prevalenta acestei patologii nu a fost stabilita [112].

Neuropatiile senzitivo-motorii ereditare reprezintd o grupa genetic omogena de maladii
ereditare ale sistemului nervos. La baza lor se afla afectarea multipla a nervilor motori si
senzitivi periferici. Maladiile din aceasta grupa se clasifica in functie de: tipul de ereditate,
particularitatile clinice, gravitatea evolutiei si caracterul modificarilor electromiografice si
histomorfologice.

Semnele majore ale afectiunii sunt slabiciunile cu evolutie lenta si atrofierea musculaturii
segmentelor distale, preponderent ale membrelor inferioare, formarea piciorului ,,de cocos”, a
piciorului cav (pes cavus), modificarea specifica a mersului (stepaj) si diminuarea sau disparitia

reflexelor tendinoase ahilian si carporadial [113].
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Biopsia musculara sau de nerv sural (care transmite senzatia la pielea de pe o latura a
piciorului) poateconfirma diagnosticul de neuropatie. Dupa biopsie, acea parte ramane amortita
un timp, cu furnicaturi la oboseala, ca electrocutarea. De asemenea, durerile pe acea portiune de
picior se mentine mai mult de jumatate de an, iar amorteala poate persista aproximativ doi ani
dupa operatie. Prin procesul de cautare a nervului sural, operatia de biopsie este dureroasa. Cu
ajutorul electromiogramei (EMG) este masurata viteza de conducere a impulsului n nerv. Un
nerv este stimulat electric la ceva distantd de muschiul pe care il alimenteazd. Este masurat
timpul scurs intre stimularea si contractia musculard si este calculata viteza de conducere a
impulsului in nerv, in m/sec. Stimulul este aplicat mai mult distal. Similar, masurarile sunt facute
pe transmisia impulsului in directie opusd, de la degete spre coloana vertebrald. Uneori
rezultatele analizelor sunt limitate si dificil de interpretat. Analiza ADN-ului se face peste hotare
si se identifica la nivel genetic tipul de CMT (I-1V) [114].

In anul 2000, Reilly Mary M., cercetitoare englezi, a propus clasificarea tipurilor de
patologie Charcot-Marie-Tooth, ce se bazeaza pe studiile efectuate de savantii-geneticieni care
au descoperit locul si gena afectatd ce cauzeaza boala. Studiile s-au desfasurat in secolul trecut,
apoi aceste descoperiri au fost aditionate clasificarii existente deja, care se bazau numai pe
aspectul clinic al bolii. Descoperirile efectuate de geneticieni au fost un pas progresiv, facut cu
scopul de a gasi tratamentul acestei maladii.

Divizarea principalda a maladiilor neuromusculare in forme primare sau musculare si
secundare sau neurogene s—a pastrat pand in prezent. Dupa modul de transmitere a CMT, sunt
boli de tip dominant autozomal (cea mai comund), recesiv-autozomal si X-linkate. Forma
dominant autozomala a fost impartita, la randul ei, in doua tipuri principale de CMT, in functie
de viteza de conducere a impulsului nervos in muschi (NCV):

Tipul | - CMT 1 (forma demielinizantd cu scaderea NCV);

Tipul Il - CMT 2 (forma axonala cu NCV normal sau aproape de norma).

Cu exceptia tipului 1X, care se mosteneste X-linkat, patologia Charcot-Marie-Tooth tipul 1
se caracterizeaza printr-un mod de mostenire autozomal dominant. Tipul 1 CMT detine 2/3 din

Conform datelor Asociatiei Internationale a Bolnavilor cu CMT din ianuarie 2018, circa
2,8 milioane de oameni din intreaga lume sufera de aceasta patologie. CMT este una dintre cele
mai frecvente tulburari neurologice ereditare, care apare la 36 de persoane din 100.000 populatie
[www. chorcot-marie-tooth.org].

Cel mai obisnuit tip de boala CMT — 1A (OMIM # 118220) — are o0 mostenire autozomal-

dominantd si este cauzat de dublarea bratului scurt al cromozomului 17 (17p11.2). Aceasta
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regiune contine gena PMP22, care codifica proteina PMP22, fiind o componenta critica a tecii de
mielind a fibrelor nervoase periferice. Ca urmare a dublarii genei, creste cantitatea de proteina
PMP22 produsa, ceea ce duce la tulburari structurale si functionale in teaca de mielina.

CMT 1B(OMIM#118200) este o maladie ereditard, cu mostenire autozomal-dominanta.
Este cauzata de mutatia in gena MPZ, ce codifica proteina PO, care este o componentd importanta
a tecii de mielind. Majoritatea mutatiilor ce duc la dezvoltarea fenotipului patologic sunt
punctiforme. In prezent se cunosc peste 120 de mutatii punctiforme diferite in gena PO.

CMT 1 este caracterizata prin polineuropatie motorie. Simptomele generale sunt:

e ingreunarea mersului;

e atrofierea partilor distale ale membrelor inferioare;

e formarea piciorului cav.

In 50% cazuri, la pacienti nu sunt prezente reflexele tendinoase. La cei care sunt afectati la
o varstd mai inaintatd, simptomele pot fi aclinice. Simptome de formare a piciorului cav se
evidentiaza la 50-70% din pacientii afectati la o varsta frageda. Mai rar, maladia evolucaza
afectand si membrele anterioare. La 10% din bolnavi se evidentiaza o scolioza pronuntata. Exista
si forme hipertrofice de patologie CMT 1, in cadrul cérora se evidentiaza hipertrofia nervilor ce
pot fi simtiti la palpare. In general, aceasta este 0 maladie cu NCV mica, de 18-30 m/s, in circa
50% cazuri, pe cand valoarea normala este de 40-45 m/s. CMT 1 este mai des intalnita la copii.
In acest tip de boali este afectatd teaca de mielind (hipertrofierea nervului), care are un aspect
specific: pe alocuri nervul este hipertrofiat, formand un ,,bulb de ceapa” sau formatiuni
globulare, capatand astfel aspect de sirag de crenvursti [115].

In functie de aspectele clinice, acest tip se divide in urmatoarele subtipuri: CMT 1A, CMT
1B, CMT 1C, CMT 1D, CMT 1E, CMT 1F.

Charcot-Marie-Tooth subtipul 1A este cea mai frecventa forma a patologiei si include 60%
din pacienti. Aparitia acestei boli se datoreaza duplicatiei genei PMP 22 a cromozomului 17. in
mod normal, fiecare gena isi are alela sa in organism, insad in cazul dat, gena PMP 22 fiind in
stare dubla, se evidentiaza trei alele.

PMP 22 codifica proteina mielind periferica, dar nu se cunoaste cum anume aceasta gena
declanseaza patologia CMT, subtipul 1A.

Aspectul clinic este urmatorul: mersul dificil, pacientii adesea cer perne ortopedice pentru
sustinerea boltii piciorului. Dupa circa 10 ani de la aparitia problemelor cu picioarele, uneori
apar slabiciuni si in membrele superioare. Totusi, 90% din pacienti nu sunt imobilizati si nu este

afectata durata vietii.
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Mutatiile punctiforme in gena PMP22 reprezintd un fenomen mult mai rar in raport cu
aparitia duplicatiilor sau deletiilor. Potrivit datelor Consortiului european pentru cercetarea bolii
Charcot-Marie-Tooth, mutatiile punctiforme in gena PMP22 sunt depistate doar la 4% din
bolnavii cu amiotrofii neurale fara duplicatii. Majoritatea mutatiilor inregistrate in gena PMP22
reprezintd substitutii de nucleotide si provoaca NSME cu fenotip I sau, in cazuri mai grave —
sindromul Dejerine & Sottas (SDS) [116]. Mutatiile in gena PMP22 se repartizeaza uniform,
incluzand toti cei patru exoni [117].

A fost demonstrat cad dozele mari de acid ascorbic (AA) reduc nivelul de ARN mesager
(ARNm) al genei PMP22, amelioreaza functia si cresc numarul axonilor mielinizati ai nervului
periferic in modelul C22 al soarecelui cu CMT1A [118].

A fost efectuat un studiu clinic cu utilizarea dozelor mari (4-g/zi) de AA timp de doi ani la
subiecti cu CMT1A. A fost utilizata modificarea in scorul de neuropatie Charcot-Marie-Tooth
(CMTNS - Charcot-Marie-Tooth neuropathy score) ca interventie primard pe baza
recomandarilor din cadrul celui de-al 136-lea European Neuromuscular Centre International
Workshop privind CMT, ca fiind cel mai bun obiectiv primar disponibil pentru studiile clinice. A
fost utilizatd o dozad de AA de 4 g/zi, deoarece este echivalentd cu cantitatea maxima ingerata de
soareci, iar o cantitate de pana la 10 g/zi a fost tolerata de oameni [119].

Doverzile de nalta calitate arata ca acidul ascorbic nu amelioreaza cursul CMT1A la adulti
in ceea ce priveste parametrii rezultanti utilizati. Conform dovezilor de calitate scazuta, acidul
ascorbic nu amelioreaza cursul CMT1A la copii. Cu toate acestea, a fost observat cd in urma
tratamentului cu AA, CMTI1A progreseaza incet, iar parametrii finali arata doar o schimbare
mica in timp. Ar trebui luate in considerare studiile de lunga duratd, iar parametrii finali, mai

sensibili la schimbarea in timp, trebuie sa fie proiectati si validati pentru studii viitoare [120].

1.3. Caracterizarea genelor presupuse ca factori genetici modificatori in

procesele miopatice

Studierea genei MTHFR s-a inceput in 1970, cand Kuthbah si Stokstad au extras aceasta
enzimd. Cercetarile au evidentiat asocierea dintre deficitul ereditar al acestei enzime si
dereglarea metabolismului homocisteinei. Tot in aceastd perioadd s-a demonstrat ca cresterea
nivelului de homocisteind reprezintda un factor de risc pentru dezvoltarea complicatiilor
vasculare. S-au facut cercetari pentru a clarifica natura genetica a deficitului de MTHFR.
Clonarea genei MTHFR 1n 1993 a stat la baza determinarii mutatiei asociate cu diferite grade de

deficit al enzimei date.
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Cresterea nivelului de homocisteina in plasma este un factor de risc pentru dezvoltarea
bolilor sistemului circulator, ce pot fi induse de o variatie genetica in metilentetrahidrofolat
reductaza (MTHFR), enzima inclusa in metabolismul homocisteinei [121].

In prezent, se cunoaste faptul ci homocisteina poate conditiona oxidarea lipidelor de
densitate joasa, cu perturbarea functiei endoteliului vascular, proliferarea celulelor musculaturii
netede a peretelui vascular, activarea trombocitelor si declansarea cascadei coagulabilitatii.
Avand in vedere toate acestea, in ultimii ani se studiaza metabolismul homocisteinei si factorii ce
influenteaza asupra lui.

Homocisteina este un aminoacid ce se formeaza in urma metabolismului metioninei si
cisteinei. Obtinuta cu produsele alimentare, metionina este metabolizata, cu formarea S-
adenozilhomocisteinei, care, la randul sdu, in urma hidrolizei, se transforma in homocisteina. in
procesul metabolismului homocisteinei, un rol important il joaca vitaminele B6, B12 si acidul
folic [122], [123].

Dereglarea metabolizarii homocisteinei in metionind si cisteind duce la cresterea nivelului
seric al homocisteinei si eliminarea ei cu urina.

Homocisteina 1n serul sangvin se supune oxidarii, cu formarea radicalilor liberi, toxici
pentru endoteliul vascular, proces in urma caruia are loc proliferarea fibrelor musculare, cu
stimularea trombocitelor si leucocitelor [124]. Teoretic, un nivel ridicat de homocisteina in sange
(hiperhomocisteinemie) se crede ca poate provoca ingustarea si rigidizarea arterelor
(ateroscleroza). Ingustarea vaselor de sange, la randul ei, duce la diminuarea fluxului sangvin
prin arterele afectate. Valorile crescute de homocisteina (>10 micromoli/litru) in sdnge poate fi
asociata cu arterioscleroza, precum si cu un risc crescut de infarct miocardic, accidente vasculare
cerebrale, trombi si, eventual, boala Alzheimer.

Valorile inalte de homocisteind in sadnge pot creste de asemenea tendinta de coagulare.
Cheagurile de sange din interiorul arterelor pot diminua si mai mult fluxul sangvin. in
consecintd, lipsa alimentarii cu sange a muschilor inimii poate provoca atacuri de cord, iar
alimentarea defectuoasa a creierului cauzeaza accidente vasculare cerebrale.

Nivelul ridicat de homocisteind de asemenea s-a dovedit a fi asociat cu formarea de
cheaguri in vene (tromboza venoasa profunda si embolie pulmonard). Mecanismul este complex,
fiind similar cu modul in care acestea contribuie la arterioscleroza. Unele studii au aratat rate mai
ridicate de incidenta repetata de formare a cheagurilor de sange, chiar si la nivele moderate ale
homocisteinei.

Exista mai multe teorii cu privire la mecanismul prin care hiperhomocisteinemia

favorizeaza aparitia si dezvoltarea arteriosclerozei. Unii savanti sugereaza ca este implicatd
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gruparea sulfidril din molecula homocisteinei, deoarece aceasta este usor oxidabila. Au fost
elaborate teorii care urmaresc sa stabileasca rolul patogenic al homocisteinei, precum favorizarea
agregarii plachetare, dezvoltarea leziunilor endoteliale, alterarea afinitatii pentru fibrina lipidelor
si lipoproteinelor, alterari ale proliferarii celulelor musculare netede si cresterea productiei de
specii reactive de oxigen, conducand la cresterea stresului oxidativ [125].

Metionina este un aminoacid esential, care functioneaza ca sursa de sulf-adenozil-
metionind (SAM). SAM este un donor de grupari metil in lantul de biosintezd a numeroase
componente celulare, cum ar fi ADN, ARN, creatina, proteinele si catecolamina.

Metionina are un rol important in producerea creatinei — 0 substantd care se gaseste in
tesutul muscular. Creatina furnizeaza muschilor energia necesara pentru miscare si creste astfel
performanta sportivilor in timpul antrenamentelor. De asemenea, acest aminoacid sustine
functionarea optima a inimii, ceea ce este deosebit de important, mai ales pentru persoanele care
efectueaza exercitii fizice sistematic.

Prin demetilarea SAM se formeaza homocisteina. Nivelul homocisteinei serice variaza in
functie de cele douda cai de metabolizare a ei. Prima ar fi transsulfurarea la cisteind, prin
intermediul enzimei cistation b-sintetaza, enzima ce necesita vitamina B6 drept cofactor. A doua
cale ar fi remetilarea la metionind, necesitand prezenta unor enzime ce au drept cosubstrat acidul
folic si coenzima vitamina B12 [126] .

Vitamina B12 intervine, alaturi de folati si de vitamina B6, in dinamica proceselor de
metilare, SAM (sulf-adenozil metionina) si SAH (sulf-adenozil homocisteina) avand un rol
important Tn metilarile din organism. Gruparile metil de natura exogena sunt preluate de SAM,
care devine astfel donor universal de grupari metil pentru reactiile de metilare din organism
[126].

Acidul folic este usor convertit in tetrahidrofolat (THF). MTHFR converteste THF la 5-
metil THF. MTR (metionin sintaza), combina apoi 5-metil folatul cu homocisteina, pentru a
forma metionina si tetrahidrofolatul, mai precis, MTR indeparteaza o grupare metil de la 5-metil
folat, apoi retine cisteina pentru a forma metionina. In acest proces, 5-metil folatul este convertit
inapoi iIn THF. MTRR genereaza metil B12, de care are nevoie MTR. Daca enzimele MTRR,
MTHFR si MTR nu functioneaza normal, nivelul homocisteinei in sange va creste, iar metilarea
in general va fi comprimata (Figura 1.5).

Metionin sintaza (MS sau MTR), o enzima dependenta de vitamina B12, catalizeaza
transferul de baza de metil de la 5-metil THF al homocisteinei, producatoare de metionina si

tetrahidrofolat (THF).
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Fig. 1.5. Ciclul acidului folic, metioninei si homocisteinei [121]

Gena MTR este situatd pe cromozomul 1g43.9, fiind esentiala pentru mentinerea unui nivel
adecvat intracelular de S-adenosilmetionine (SAM) pentru metilarea ADN-ului si regland
concentratiile de homocisteina, ca sa nu atinga niveluri toxice. SAM este un grup de baza donator
de metil implicat in 100 de reactii de metilare, inclusiv metilarea ADN-ului (Figural.6).

Metilenetetrahidrofolat reductaza (MTHFR) catalizeaza reducerea de la 5,10-
metilenetetrahidrofolate (metilen THF) la 5-metiltetrahidrofolate (5-metil THF), este forma
majora circulatoare a acidului folic si donator de carbon pentru remetilarea homocisteinei la
metionind. Astfel, MTHFR asigura legatura dintre acidul folic si metabolismul homocisteinei.

Localizarea citogeneticd a genei MTHFR: 1p36.3.

Localizarea moleculara pe cromozomul 1: perechile de baze 11,769,246 pana la
11,788,568 (Figura 1.6).
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Fig. 1.6. Localizarea moleculara a genei MTHFR pe cromozomul 1[299]

Clonarea genei MTHFR in anul 1993 a stat la baza identificarii mutatiilor asociate cu
deficitul acestei enzime.

Enzima este codificatd de gena MTHFR, compusa din 11 exoni. S-au descris doua tipuri de
mutatii ale genei MTHFR. Cea mai cercetata este mutatia missense C677T, in cadrul careia
nucleotida citozina (C) in pozitia 677, care se refera la exonul 4, este inlocuitd cu timidina (T).

Acest fapt induce schimbarea restului de alanina, cu inlocuirea restului de valind (p.Ala222Val)
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in domeniul catalizator in situl legat de folat. Aceastd dereglare ereditara provoaca
hiperhomocisteinemie asociatd cu productia insuficientd a metioninei, mai ales in starea
homozigota a genei (T/T) [127].

La persoanele homozigote cu aceastd mutatie Se observa termolabilitatea MTHFR si
diminuarea activitatii fermentului pana la 35% din nivelul mediu. Totodata, la aceste persoane se
constatd distribuirea defectuoasa a folatului in eritrocite, care se exprimad prin acumularea de
poliglutamate, tetraglutamate si a derivatelor mutilate ale tetrahidrofolatului. Prezenta acestei
mutatii insoteste cresterea nivelului de homocisteind in sange [128]. Cercetdrile au depistat
diminuarea nivelului metilenizarii ADN-Iui in genomul pacientilor homozigoti dupa aceasta
mutatie.

O alta varianta a polimorfismului genei MTHFR este inlocuirea nucleotidei adenina (A) cu
citozina (C) in pozitia 1298, ceea ce duce la inlocuirea restului glutaminei cu restul alaninei in
domeniul regulator al enzimei. La persoane homozigote, dupd mutatia 1298CC se observa
diminuarea activitatii MTHFR pana la 35% din valoarea normala.

Spre deosebire de polimorfismul 677CT, la pacientii cu mutatia 1298AC nu se depisteaza
nici cresterea concentratiei homocisteinei totale, nici diminuarea nivelului folatului in plasma. Iar
in caz de asociere a heterogenitatii alelelor 677T si 1298C se produce atat reducerea activitatii
fermentului [121], cat si cresterea concentratiei homocisteinei in plasma si micsorarea nivelului
de folat, fenomen ce se observa in caz de homogenitate 677T [127].

Frecventa inalta a alelei 677T indica faptul ca purtdtorii acestei mutatii pot avea diferite
preferinte in selectia naturald. Existd o ipoteza conform careia, in timpul foamei, micsorarea
activitatii MTHFR duce la diminuarea remetilarii homocisteinei si la pastrarea radicalilor
monocarbonati ai metabolismului tetrahidrofolat pentru sinteza ADN si ARN. Conform acestei
ipoteze, purtatorii alelei mutante au un risc mai scdzut de a dezvolta cancer al intestinului gros,
ca rezultat, frecventa mutatiei in populatie poate treptat sa creasca [129].

O metaanaliza a demonstrat asocierea polimorfismului MTHFR C677CT cu dezvoltarea

cancerului glandei tiroide in populatiile asiatice si cele caucaziene [127].
Localizarea si functiile genei MTRR in conditii normale si in patologie

Gena MTRR este localizata pe bratul scurt al cromozomului 5 intre pozitiile 15.3 si 15.2.
(perechile de baze de la 7, 922, 216 pana la 7, 954, 236) (Figura 1.7).
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Fig. 1.7. Pozitia moleculara a genei MTRR in cromozomul 5[299]

Gena MTRR codifica resturileaminoacide ale enzimei metionin-sintaza reductaza (MTRR),
care are un rol important in sinteza proteinelor si participd la un numar mare de reactii
biochimice care tin de transferul grupei metil. Una dintre functiile MTRR este transformarea
inversd a homocisteinei in metionina. In aceasta reactie, in calitate de cofactor participa vitamina
B12 (cobalamina).

Polimorfismul genei MTRR

Polimorfismul 122MA->G este legat de transferul de aminoacizi in molecula fermentului
MTRR. In rezultatul acestui transfer, functionarea activd a enzimei scade, ceea ce duce la
cresterea riscului de aparitie a unor dereglari in dezvoltarea embrionului — defecte de tub neural.
Polimorfismul se agraveaza in cazul deficitului de vitamina B12. La combinarea polimorfismului
122M A->G al genei MTRR cu polimorfismul C677T in gena MTHFR, riscul de aparitie a spinei
bifida se mareste. Polimorfismul 122M A->G al genei MTRR creste riscul de aparitie a
hiperhomocisteinemiei.

Localizarea si functiile genei MTR in conditii normale si in patologie

Localizarea moleculara e pe cromozomul 1. Mai exact, MTR este situata de la perechea de
baze 235, 025, 340 pana la 123, 130, 584 pe cromozomul uman 1 (Figura 1.8).

Gena MTR codifica resturile aminoacide ale enzimei metionin-sintaza (MTR), una dintre
enzimele de baza ce catalizeazd transformarea metioninei din homocisteina pe calea remetilarii.

In aceasti reactie, in calitate de cofactor participa vitamina B12 (cobalamina) [127].
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Fig. 1.8. Localizarea moleculara a genei MTR pe cromozomul 1[299]

Polimorfismul genei MTR
Polimorfismul D919G (A2756G) A>G este legat cu trasferul de aminoacizi (aminoacidul
asparagina cu glicina) in molecula enzimei MTR. Ca urmare a acestui transfer, activitatea

functionald a enzimei se schimba, ceea ce duce la cresterea riscului de aparitie a sindromului
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Down la copil, a defectului de tub neural [130], cancerului mamar [131]. Influenta negativa a
polimorfismului se majoreaza din cauza cresterii nivelului de homocisteina [122].

Caracteristica moleculara a genei eNOS. Produsul genei si functia lui

Oxidul nitric (NO) este produs din L-arginind de catre NO-sintaza. NO are proprietti
vasodilatatoare, fiind esential in reglarea presiunii sangvine. Acest gaz este implicat in controlul
agregarii trombocitare si in reglarea contractilitatii musculare. Efectul NO cauzeaza relaxarea
muschilor netezi ai vaselor sangvine, ce are loc prin activarea guanilat ciclazei solubile [132].
Totodata, se mareste continutul de cGMP (guanozin monofosfat ciclic) care, la randul sdu, duce
la micsorarea continutului intracelular de Ca?*. Toate aceste efecte sunt mediate de activarea
guanilat ciclazei, care duce la cresterea nivelului de GMP ciclic in celulele-tintd. In anii 1960,
Goldberg a descoperit ca in unele tesuturi CGMP are rol in transmitere a semnalelor.

Mai tarziu, s-a descoperit fragmentul guanilat ciclaza, ce participa la sinteza cGMP.
Guanilat ciclaza nu este tot timpul legatd de membrana, ci este activatd de ionii de calciu, fiind
consideratd un al treilea transmitator de semnale. cGMP provoaca in celule adesea functii
contrare celor ale cAMP. ¢cGMP participa in reglarea ciclului celular. in functie de raportul
cAMP/CGMP, celula decide: sa stopeze proliferarea sau sa treaca in faza Gl. Astfel, cGMP
stimuleaza proliferarea celulara, iar cAMP o stopeaza.

Se cunosc trei izoforme ale enzimei NOS:

e NOS inductibila;

e NOS neuronala constitutiva;

e NOS endoteliala (eNOS).

NOS constitutivd neuronala si endoteliald sunt codificate de gena NOSL1 si, respectiv,
NOS3. Prin urmare, mutatiile la nivelul genei pentru NO endotelial (eNOS) pot conduce la
sinteza anormald de NO, la cresterea rezistentei vasculare, iar ulterior la cresterea presiunii
sangvine sistemice. Acestea sunt sintetizate in creier, endoteliul vascular, neutrofile si necesita
ioni de calciu pentru activitatea lor. NO-sintaza inductibilda este codificata de gena NOS3, se
sintetizeaza in macrofage si in celulele endoteliale si nu este dependenta de ionii de calciu. Toate
acestea constituie o familie de gene localizate in diferiti cromozomi si functioneaza in diferite
linii celulare.NO endotelial induce relaxarea retelei trabeculelor si a muschilor ciliari [133].

Gena pentru NOS neuronala (NOS1) este localizatd pe cromozomul 12 (12q24.2-924.31) si
include 29 de exoni. NOS neuronald participd la relaxarea uretrei si regleazd peristaltismul
esofagului si al faringelui. Exonul 29 al genei NOS1 contine o secventa de repetitii dinucleotidice
(CA). Frecventa acestei alele-marker polimorfice difera semnificativ intre populatiile de
caucazieni si afroamericani si este asociata cu astmul [134].
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Gena pentru NOS macrofagic (NOS2) este localizata pe cromozomul 17 (17q11-912) si
include 26 de exoni. Regiunea-promotor al acestei gene contine repetitii pentanucleotidice
(CCTTT) inalt polimorfice. In multe studii, acest polimorfism este asociat cu diabetul zaharat tip |.
Totusi, conform unui studiu, acest polimorfism este asociat cu un risc scdzut de retinopatie
diabetica intr-0 populatie din Irlanda de Nord. Ulterior, a fost demonstrat rolul protectiv al
acestei alele si in nefropatia diabetica.

Gena eNOS (NOS3) este localizata pe cromozomul 7 (7q35-36), fiind constituitd din 26 de
exoni cu o lungime de 21 kb, intre perechile de baze 150 688 146 — 150 711 675 (Figura 1.9).

Denumirea oficiala a genei este ,,nitric oxide synthase 3”, iar simbolul oficial al genei este
eNOS.
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Fig. 1.9. Reprezentarea schematica a genei eNOS [299]

Polimorfismul genei eNOS cel mai bine studiat este un SNP in exonul 7, pozitia 894, si
reprezinta o substitutiec G/T ce determind o mutatie missens Glu298Asp in lantul polipeptidic. Un
alt polimorfism bine studiat, localizat la nivelul intronului 4 (eNOS 4a/4b), consta din patru
(alela 4a) sau cinci (alela 4b) repetitii din 27 pb . Purtdtorii genotipului 4a/4a se deosebesc de
homozigotii 4b/4b printr-un continut de nitrati si nitriti sangvini cu 25% mai mare, care este
direct dependent de sinteza NO in endoteliul vascular. Se cunoaste ca genotipului 4a ii
corespunde un nivel maximal de NO bazal, iar la oamenii cu genotipul 4b, nivelul de NO este de
doua ori mai mic, la heterozigoti acest indicator este intermediar [135].

Peroxizii si radicalii liberi produsi in hiperglicemie si in stresul oxidativ reduc semnificativ
concentratia de NO la pacientii cu diabet zaharat, provocand astfel complicatii vasculare si
arteroscleroza. Intr-un studiu al unei populatii de rusi s-a stabilit ci markerul Glu298Asp nu se
asociaza cu nefropatia diabetica la pacientii cu diabet zaharat tip | si ischemie hepatica [136].
Totusi, aceasta complicatie se asociaza cu polimorfismul 4a/4b al genei eNOS. Astfel, putem
conchide cd gena eNOS determina predispozitia geneticad pentru polineuropatia diabetica la
pacientii cu diabet zaharat tip 1 [137] .

NO inhiba respiratia mitocondriala. Actiunea NO are loc prin inhibarea 1 (NADH
ubichinon oxidoreductaza) si inhibarea 2 (succinat ubichinon oxidoreductaza) ale complexelor
lantului transportator de electroni in mitocondrii, fapt ce duce la micsorarea sintezei intercelulare
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a macroergilor. Macroergii sunt surse universale de energie in celuld, inclusiv in cea musculara,
si reprezinta o energie liberd a legaturii macroergice a lantului de fosfor al APT, care este
eliberata in timpul hidrolizei ATP pana la ADP si AMP si fosfor neorganic. Insa ATP-ul prezent
in muschi este suficient pentru mentinerea lucrului muscular nu mai mult de 0,5 secunde si, din
acest motiv, in timpul lucrului muscular este utilizatd toata energia ATP care la moment se
sintetizeaza in celuld, preludndu-se suplimentar toata energia existenta in alti macroergi ai celulei
[66].

Oxidul nitric este 0 moleculd mica, hidrofoba, produsd in mai multe tesuturi. NO joacd mai
multe roluri in organism, inclusiv modularea tonusului vascular, care actioneaza ca un
neurotransmitator si contribuie in raspunsul imun. Specific pentru musculatura scheletica, NO
monitorizeaza eliberarea de Ca®*, moduleaza sau inhiba partial contractia musculara si contribuie
la cresterea masei musculare longitudinale prin adaugarea sarcomerului [138]. Datorita
capacitatii sale de a forma specii reactive de oxigen, NO este de asemenea capabil sd provoace
necroza tesuturilor. In cantitati mari, acest gaz este toxic pentru tesut. NO este un vasodilatator
puternic al muschiului neted vascular si, cand este administrat inhalator, este un vasodilatator
selectiv pulmonar. Se difuzeaza rapid din alveole spre musculatura neteda vasculard. Stimuleaza
activitatea guanilat ciclazei, care creste concentratia GMP ciclic si determina vasodilatatia [138].

Oxidul nitric este produs in organism, pe cale naturala, de diverse tipuri de celule. Peretii
vaselor de sange sunt formati din tesut muscular neted, captusit cu celule endoteliale. Aceste
celule produc oxidul nitric pentru semnalizarea tesutului muscular inconjurator ca trebuie sa se
relaxeze. Relaxarea tesutului muscular duce la marirea in diametru a vaselor de sange
(vasodilatarea), care scade presiunea din interiorul vaselor si faciliteaza circulatia sangvina, ceea
ce cauzeaza cresterea fluxului sangvin catre inima, ficat, rinichi si alte organe vitale. S-a
demonstrat ca NO imbunatateste circulatia, inhiband atat agregarea trombocitelor (formarea
cheagurilor de sange), cat si depunerile din interiorul peretilor vaselor sangvine. Oxidul nitric
ajuta la scaderea riscului de respingere in cazul transplanturilor si implanturilor sau la tratarea
disfunctiei erectile. Totodata, cresterea fluxului sangvin in organe de genul ficatului si rinichilor
faciliteaza detoxificarea organismului [139].

Sinteza de NO in tesuturi este mediatd de o familie de enzime numite ,,nitric oxid sintaze”
(NOS), care genereaza NO din L-arginina, in prezenta nicotinamid-adenin-dinucleotid-fosfatului
(NADPH) si oxigenului. L-arginina este precursorul fiziologic principal al oxidului nitric, care
joacd un rol multilateral 1n fiziologie. Oxidul nitric este 0 molecula universald de semnalizare, cu

un rol-cheie intr-o varietate extrem de diversa de procese fiziologice si fiziopatologice [140].
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Sinteza de NO de catre NOS este dependenta de cinci cofactori. Nitric oxid sintaza a fost
identificata si descrisa in 1989, cele trei izoforme majore au fost clonate si purificate intre anii
1991 si 1994. Analizele moleculare identifica trei loci genetici pentru NOS. Produsele
corespunzatoare ale proteinei au fost numite in functie de siturile lor originale de identificare.
Astfel, au fost identificate trei izoforme distincte de NOS, fiind produse de gene diferite, cu
localizare diferita, reglare, proprietati catalitice si sensibilitate inhibitoare si cu 51-57%
omologie intre izoenzimele umane. Aceste izoforme sunt mentionate de nomenclatura cea mai
frecventa: nNOS (fiind cunoscuta de asemenea de tip I, NOS-I sau NOS-1). Fiind prima
izoenzima gasita (si care predomind) in tesutul neuronal, nNOS constad din 1434 de aminoacizi
cu o greutate moleculard de 160.8 kDa, este exprimata in neuronii maturi si cei imaturi. De
asemenea, NNOS a fost gasita in astrocite, in stratul exterior al peretelui vaselor de sange ale
creierului, in miocitele cardiace etc. Potentiatoare functiei sintazei oxidului de azot endoteliale au
efect protectiv pentru endoteliu [141].

Izoenzima neuronald este implicatd in dezvoltarea sistemului nervos. Aceasta functioneaza
ca un neurotransmitator retrograd important in intensificarea pe termen lung si, prin urmare, este
probabil sa fie importanta in memorie si invatare. nNOS are multe alte functii fiziologice,
inclusiv in reglarea functiei cardiace, in peristaltismul si excitatia sexuala la barbati si femei, de
asemenea are un rol important in comunicarea celulard si este asociatd cu membranele
plasmatice.

Gena umand INOS (de asemenea cunoscuta si de tipul 1, NOS-Il sau NOS-2) reprezinta
izoenzima care este indusa intr-o gama largd de celule si tesuturi. Ea este localizata pe
cromozomul 17 (17911.2-q12) [142] si are o marime de 37 kb, codificand o proteina de 131 kDa.
INOS contine 26 de exoni si 25 de introni, lungimea exonului variind de la 50 pana la 586 pb, cu
siturile de initiere si terminare a translarii si care apar in exonii 2 si, respectiv, 26.

Din punct de vedere functional, este important sa cunoastem faptul cd inducerea marita a
INOS de obicei apare intr-un mediu oxidativ si astfel nivelurile ridicate de NO pot reactiona cu
superoxidul, care conduce la formarea peroxinitritului si a toxicitatii celulare.

Aceste proprietati pot defini rolul NOS inducibil in imunitatea gazdei, determinand
participarea sa la activitatile antimicrobiene si antitumorale, ca parte a izbucnirii oxidate a
macrofagelor [142].

Gena eNOS (de asemenea fiind cunoscuta de tipul III, NOS-I1I sau NOS-3) a fost prima
izoenzima depistatd 1n celulele vasculare endoteliale. Aceste izoforme au fost in trecut
diferentiate pe baza lor constitutiva, dupa expresia (eNOS si nNOS) fata de cea inductibila
(iNOS) si dependenta lor de calciu (eNOS si nNNOS) sau independenta (iNOS) de el.
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Gena eNOS a fost clonata pentru prima data in 1993. Este localizatd pe cromozomul 7
(7935-36). Ea cuprinde 26 de exoni, se intinde pe aproximativ 21 kb ai ADN-ului genomic si
codifica un ARNm de 4052 nucleotide; este prezenta o singura copie In genomul haploid uman
[143].

Cercetdrile din ultimii 10 ani aratd ca eNOS este o gend extrem de complexa si inalt
reglata, cu roluri fascinante in multe aspecte ale biologiei endoteliale si patobiologiei. Un aspect
interesant ce tine de dezvoltarea si reglarea genei eNOS este contributia importanta a ambelor
procese transcriptionale si posttranscriptionale ale eNOS la starea de echilibru a expresiei ARNm
[144]. Dimerizarea este 0 cerinta pentru activitatea catalitica a eNOS, desi forma cu adevarat
activa consta dintr-un complex ce include calmodulina, FAD [140], tetrahidrobiopterina (BH4) si
protoporfirina 1X (hem) [145].

eNOS apare preponderent in endoteliu in caz de nivele scazute de calmodulind si
trombocite [140]. Ea este o proteind acilata in mod individual, membranar periferica, care se
adreseaza caveolelor plasmalemal-endoteliale prin interactiune cu proteinele structurale
caveolare, caveolin-1 si sarcolemal caveolare (in inimd), printr-0 interactiune similarda cu
caveolin-3. Mitocondriile izolate din muschii scheletici au aratat imbunatatirea imunolocalizarii
pentru eNOS, sugerand clar o localizare specifica a genei eNOS 1n mitocondriile musculaturii
scheletice [146].

NO este produs prin oxidarea L-argininei, fiind catalizata de trei izoforme diferite ale nitric
oxid sintazelor (NOS). NOS de tip I neuronalda (nNOS) si eNOS de tip Il sunt exprimate
constitutiv ca enzime latente si necesitd o concentratie mai mare de Ca*" pentru activitatea
enzimei [144].

eNOS este compusa din doi monomeri identici, totodatd fiecare monomer contine un
domeniu oxidaza amino-terminal si un domeniu reductaza carboxi-terminal. Pentru ca NO sa fie
produs de substraturile O, si L-arginina, fluxul de elecroni apare de la domeniul reductazei de la
un monomer la domeniul oxigenazei al altor monomeri. Ca*/CaM se leaga la eNOS, care
faciliteazd transferul de electoni de la NADPH la domeniul reductazei flavinelor sau acel de la
flavine care oxigeneaza domeniul fierului din hem [147].

In mod stringent, eNOS este reglatd prin mai multe mecanisme diferite ce implica proteine
de interactiune, cum ar fi Ca®’/CaM, caveolin-1 si hsp90; reglarile posttranslationale
(fosforilarea, acilarea); cofactorii si substraturile; cu localizare subcelulara (aparatul Golgi si
compartimentele citosolice). In conditii alcaline, activitatea eNOS este pastratd inactiva prin mai
multe mecanisme independente. In primul rand, majoritatea eNOS par a fi legate la caveolin-1 cu

activitatea enzimei reprimate in caveole [148]. Aceasta inhibare a eNOS poate fi eliberata prin
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deplasarea caveolin-1 cu Ca*/CaM, ca raspuns la agonistii de mobilizare a Ca®*, inclusiv
acetilcolina si ATP. In al doilea rand, un element autoinhibitor presupus, un segment de 50
aminoacizi in domeniul flavin-mononucleotid al eNOS, impiedica legatura CaM la eNOS. In al
treilea rand, cercetatorii Ju H. si Marrero M. au stabilit ca eNOS s-a dovedit a fi inhibata de
interactiunea cu anumiti receptori ai proteinelor G, cum ar fi receptorii B, bradikinina, receptorii
angiotensinei 1l — AT1 si receptorii endotelin-1 ETg_ S-a demonstrat, ca bradikinina stimuleaza
fosforilarea tirozinei receptorilor By, iar acest proces este insotit de disocierea tranzitorie a eNOS
de la receptor si mareste productia de NO. In al patrulea rand, activitatea eNOS este de asemenea
suprimata prin interactiunea cu proteinele NO de interactiune (NOSIP), care s-a demonstrat ca

regleaza negativ translocatia intracelulara si activitatea nitric oxid sintazei endoteliale [149].

1.4. Concluzii la capitolul 1

1. Cercetarea surselor bibliografice a evidentiat particularitati unice ale genelor DMD, SMN1,
SMN2, PMP22, MTHFR, MTR, MTRR, eNOS care afecteaza dezvoltarea si decurgerea unor
procese patologice.

2. Efectuarea analizei molecular-genetice (cu utilizarea tehnicilor moderne disponibile in
Moldova) face posibila determinarea particularitatilor patologiilor neuromusculare ereditare
ale pacientilor din Republica Moldova, elaborarea unei strategii de diagnostic al ADN pentru
ei si realizarea unei analize comparative a distributiei mutatiilor intalnite in Moldova si in
alte tari.

3. Urmarirea pe o perioada indelungatd a pacientilor cu DMD/B si analiza literaturii de
specialitate ne-au condus la ipoteza despre prezenta factorilor modificatori in patogeneza
DMD/B si ne-a permis sa stabilim scopul si obiectivele studiului de fata. Acest fapt a stat la
baza cercetarii genetice a formelor polimorfe ale genelor ciclurilor metioninic (MTR, MTRR),
folat (MTHFR), ale genei functiei endoteliale (eNOS) si determinarii rolului lor in
progresarea miopatiei. Evaluarea efectelor modificatoare ale unor sisteme genetice asupra
expresiei fenotipice a patologiei monogenice are o importanta fundamentala pentru

intelegerea patogeniei procesului miopatic.

Analiza literaturii din domeniu ne-a permis sa formulam scopul si obiectivele cercetarii

noastre, sa promovam o ipoteza stiintifica.
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2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

In conformitate cu obiectivele de cercetare trasate, au fost analizate intr-un studiu
prospectiv materialele de observare din cadrul Laboratorului de Genetica Moleculara Umana al
IMSP Institutul Mamei si Copilului (IMSP IMC).

Lucrarea a fost realizata n patru etape:

Etapa 1. Determinarea problemei: scopul si domeniul cercetarii;

Etapa 2. Colectarea si prelucrarea materialului, precum si observare statistica;

Etapa 3. Prelucrarea statistica a materialului colectat (utilizarea programelor de prelucrare
statistica a datelor cu metode standard pentru cercetarea biomedicala, MDR 3.02 si resursele
WWW.gen-exp.ru si www.r-project.org);

Etapa 4. Analiza rezultatelor obtinute si argumentarea strategiei aplicate.

Obiectul de baza in cercetare 1-au constituit copiii cu maladii ereditare neuromusculare.

Registrul national al patologiilor neuromusculare si banca de ADN al familiilor cu risc
inalt au fost organizate in cadrul departamentului stiintific al Centrului National de Sanatate a
Reproducerii si Genetica Medicala (CNSRGM) si in IMSP IMC, fiind un element functional de
importanta nationala [150].

Lucrarea a fost realizata cu sprijinul financiar al proiectelor de cercetare institutionale.

Designul cercetarii este ilustrat in Introducere, Figura 1.

2.1. Materialele cercetarii

Tinand cont de obiectivele propuse, au fost utilizate date obtinute de la 1587 de pacienti
afectati/suspectati de a prezenta patologii ereditare ale sistemului nervos. Colectarea datelor,
initiata in anul 1991, s-a realizat continuu pana in anul 2018. Sursa de baza a indicatorilor ce
reflecta raspandirea si frecventa bolilor ereditare cu afectarea sistemului nervos a constituit-o
Registrul de evidenta a patologiilor ereditare din cadrul CNSRGM, incepand cu anul 1991 [151],
[150].

Pe parcursul perioadei 1991-2018 au fost supusi examenului clinic complex 274 de bolnavi
cu miodistrofie Duchenne/Becker (DMD/B), 252 bolnavi cu amiotrofie spinald si 276 cu
neuropatie senzorial-motorie, tip 1A (CMT, 1A), selectati din cei 1587 de pacienti cu patologii
ereditare ale sistemului nervos, internati in departamentul de neurologie al Institutului Mamei si
Copilului si care au beneficiat de consiliere medicala si genetica in cadrul Centrului de Sanatate
a Reproducerii si Genetica Medicald, unicul Centrul de Genetica din republica, unde se

concentreaza pacientii suspecti pentru maladii genetice.
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Pacientii au fost inclusi in grupul de cercetare cu DMD/B numai dupa stabilirea
diagnosticului in conformitate cu criteriile de diagnostic [152][27] si recomandarile organizatiei
Muscular Dystrophy Association (USA) [153][6].

Materiale pentru acest studiu au constituit mostrele de ADN ale persoanelor cercetate,
colectate in cadrul CSRGM in perioada 1991-2018, pastrate in congelator la temperatura de -
20°C in eprubete de tip Eppendorf de 1.5 ml, cu capac insurubitor, in Laboratorul de Geneticd
Moleculara Umana, CSRGM.

Cercetarea molecular-genetica a fost efectuatd pe mostrele de ADN ale bolnavilor cu
DMD, SMA si NMSE tip 1A (Tabelul 2.1), extrase din leucocitele sangelui periferic.

Tabelul 2.1. Formele nozologice si numarul de probe

N Formele nozologice Numirul de probe
1 Miodistrofie Duchenne/Becker (DMD/B) 213
2 Amiotrofie spinala (SMA) 142
3 Boala Charcot-Marie-Tooth (CMT, 1A) 106

Formarea grupurilor de copii bolnavi si de copii sanatosi inclusi in studiu s-a efectuat
printr-o metoda compactd. Pentru aprecierea rolului genelor modificatoare asupra procesului
miopatic, a fost realizata cercetarea de tip ,,caz—control” la 165 bolnavi cu DMD/B si 165
indivizi sanatosi.

A. Caracteristica generali a participantilor in studiu

In primul grup — de cercetare — au fost inclusi indivizi neinruditi, cu diagnostic de
DMD/B, SMA, CMT, care au beneficiat de consiliere medico-genetica in cadrul CNSRGM.

Al doilea grup — de control — a inclus un esantion din indivizi sandtosi inruditi, copii cu
varsta cuprinsa intre 6 si 16 ani, grup eterogen dupa sex (masculin/feminin).

In anul 2006, toti cei inclusi in cercetare, sau rudele apropiate in caz de handicap fizic, au
semnat un acord informat, confirmand participarea voluntard la studiu, intrucat Conventia
privind protectia drepturilor si demnitatii omului in domeniul biomedicinei, partea a 1V-a,
articolul 12, garanteaza drepturile si toate masurile pentru a pastra confidentialitatea
informatiilor personale. Testarea genetica si analiza datelor au fost realizate in conformitate cu
principiile GRIPS, in scopul de a spori transparenta, calitatea de predictie a riscurilor [154].

B. Echipamentul laboratorului

In cercetare au fost utilizate urmatoarele utilaje:

a. dispozitive de centrifugare (Eppendorf, Hettlich, Germania);

b. vortex, termostate (Bio-San);

c. dispozitiv pentru electroforeza verticala (Sigma, SUA);
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d. surse de energie (Sigma, SUA);

e. amplificator cu gradient de temperatura (Eppendorf, Germania);

f. termociclere (Techne Thermal Cycler AMP — 1A, Marea Britanie, si tehnologia ADN-
ului Tercik, Rusia, Eppendorf MasterCycler, Germania);

g. transiluminator UV cu aparat de fotografiat digital (UVITEC, Cambridge);
pipete automate (Dia-M, Rusia; Eppendorf, Germania).

i. secventiator (ThermoFischer, SUA)

C. Consumabile: reactivi, enzime, biopreparate

>

n lucrare au fost utilizati reactivi, enzime, biopreparate:
acrilamida;

bis-acrilamida;

citrat de sodiu;

proteinaza K (Fermentas, Lituania);
dezoxinucleotidtrifosfati (Fermentas, Lituania);
clorura de magneziu;

sulfat de amoniu;

© N o o~ w DN PE

enzime de restrictie (Fermentas, Lituania):

e Tagl—5T|CGA3'3'AGC1TS"

e Pstl—5'G|ACGTC3'3'CTGCA1GS';

e BseNIl-5'ACTGGN|3' 3'TGACTCN 5/,

e ECORV -5'GAT|ATC3'3'CTATTAGS

e Mboll - 5'GAAGANg|3' 3'CTTCTN15",

e Haelll - 5'GG|CC3' 3'CCTGGS";

e Hind Il - 5'GTY|RAC3' 3'CARTYTRS'".

9. ADN-polimeraza termostabila (,,Tag-polimeraza” sau ,,DreamTagpolimeraza”
Fermentas, Lituania; ThermoFischer, SUA);

10. primeri (oligonucleotidici) sintetizati de Firmele: ,Fermentas” (Lituania), ,,Alpha
DNA” (Canada), ,,Invitrogen” (Illumina, SUA), Eurofins MWG Operon (Germania);

11. TBE-TRIS-borat EDTA;

12. TAE-TRIS-acetat EDTA,;

13. poliacrilamida;

14. TEMED - tetrametiletilendiamin;

15. PSA — persulfat de amoniu;

16. bromura de etidiu;
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17. acid boric;
18. bromfenol albastru (Serva, Germania).

2.2. Metode de cercetare

Metode molecular-genetice de cercetare

1. Extragerea ADN-ului din singe

A) Extragerea cu fenol-cloroform
B) Metoda SALT-OUT modificata de extragere a ADN-ului din sange

Pentru extragerea ADN-ului se pregatesc materialele necesare (solutiile-tampon, sol. H,O,,

eprubete, micropipete), verificand volumul si starea celorlalti reactivi (Tabelul 2.2).

ml.

1. Séangele prelevat de la indivizi, contindnd EDTA, este transferat in eprubeta sterild de 15

2. Se adauga solutie-tampon Erylysis (Erylysis-Buffer) pana la 15 ml, se agita usor.
3. Se observa schimbarea culorii (culoare rogie metalicd) timp de 10 min.
4. Se centrifugheaza timp de 10 minute la 4500 rot./min.
5. Se inlatura supernatantul, dar se pastreaza precipitatul (celulele albe).
Se repeta actiunile din punctele 2-5 inca de doua ori.
6. Se adauga:
 proteinaza K tampon — 1 ml;
» SDS (20%) — 50 ml;
+ proteinaza K (25mg/ml) — 6 ml.
7. Se agita 15-20 sec. (vortex).
8. Mostrele se lasi la 37°C peste noapte.
9. Se adauga 300 ml NaCl 5M, se agita aproximativ 15 sec. (vortex).
10. Se centrifugheaza 10 min. la 4500 rot./min.
11. Se transfera supernatantul intr-un tub nou de 15 ml.
12. Se adauga 4 ml etanol 96%, se agita usor imediat pana la aparitia ADN-ului condensat.

13. ADN-ul se pescuieste” cu pipeta si se transfera intr-un tub de 2 ml cu dop etans, cu

precautie de a cuprinde cat mai putin etanol de 96%.

14. In tubul cu ADN se adaugd 1 ml etanol 70%, se centrifugheazi la 14000 rot./min., se

decanteaza cat mai mult etanol posibil. ADN-ul se usucd aproximativ 15 min la temperatura

camerei.

15. Se dizolva ADN-ul in 200 ml solutie-tampon TE (TE-Buffer), se lasa in frigider la 4°C

cateva zile, apoi ADN-ul este depozitat in cutii special destinate pentru pastrarea acestuia.
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Tabelul 2.2. Compozitia solutiilor-tampon utilizate in extragerea ADN-ului

Denumirea solutiei-tampon Reactivul utilizat Concentratia | Cantitatea
NH,CI 155 mM 41459
. KHCO; 10 mM 5¢
Erylysis Buffer pH 7.4
EDTA 05M 0.1ml
H.O 500 ml
Tris HCI 1M 5ml
Proteinaza K Buffer NaCl 5SM 3ml
EDTA 05M 1ml
H,0 1000 ml
Tris 10 mM 121¢g
TE Buffer pH 8.0
EDTA 1 mM 0.37¢g

C) Protocol de extragere a ADN-ului prin setul de extragere Ql1Aamp DNA Mini

QlAamp DNA Mini reprezinta o metoda simpla si rapida de extragere si purificare a ADN-
ului pentru un PCR sigur. AND-ul total (genomic, viral, mitocondrial) poate fi purificat din
sange, plasma, ser, strat membranar, maduva osoasa si din alte lichide sau tesuturi.

Procedura QIAamp este potrivita pentru lucrul cu sange integral proaspat sau congelat si
sange care a fost tratat cu citrat, heparina sau EDTA. Separarea prealabila a leucocitelor nu este
necesard. Purificarea nu necesita nicio precipitare cu fenol/cloroform sau alcool si implica foarte
putind manipulare. ADN-ul este eluat in tampon AE sau apa, gata pentru reactii PCR sau alte
reactii enzimatice. Alternativ, poate fi depozitat in conditii de siguranta la -20°C pentru utilizare
ulterioara. ADN-ul purificat este liber de proteine, nucleaze si alti contaminanti sau inhibitori.

Important inainte de a incepe: toate etapele de centrifugare se realizeaza la temperatura
camerei (15-25 °C).

Algoritmul procedurii:

» Probele se aduc la temperatura camerei.

> Se pune la incilzit o baie de aburi sau un termostat la temperatura de 56°C.

» Se echilibreaza solutie-tampon AE sau apa distilata la temperatura camerei.

D) Metoda de extragere a ADN-ului fetal din lichid amniotic.

Lichidul amniotic este transferat in eprubeta sterila de 15 ml (eprubeta de lucru).

1. Se varsa supernatantul si Se pastreaza ,,granula”.

2. Se adauga 1 ml SSC1x, se agita.
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. Se centrifugheaza 5 min. la 4500 rot./min.

3
4. Se varsa supernatantul si se pastreaza ,,granula’(sediment).

5. Se adauga 1 ml SSC1x, se agita.

6. Se varsa supernatantul si se pastreaza ,,granula”.

7. Se adauga: 1 ml proteinaza K tampon, se dezbate ,,granula” , 100 ul SDS (20%), 10 pl
proteinaza K (25 mg/ml).

8. Se vortexeaza 15-20 sec.

9. Probele se incubeazi la 37°C peste noapte.

10. Se adauga 300 ul NaCl 5M, se vortexeaza 15 sec.

11. Se centrifugheaza 10 min. la 4500 rot./min.

12. Se transfera supernatantul intr-un tub nou de 15 ml.

13. Se adaugd 4 ml de etanol 96%, se agitd usor imediat prin rdsturnarea usoara a
eprubetei.

14. ADN-ul alb ”se pescuieste” cu pipeta si se transferd intr-un tub de 2 ml. In timpul
acestei etape se transfera mai putin etanol.

15. In tubul cu ADN se adaugi 1 ml etanol 70%, se centrifugheaza la 14.000 rot./min., se
decanteaza cat mai mult etanol posibil. ADN-ul se usuca aproximativ 15 minute.

16. ADN-ul se dizolva in 200 ul solutie-tampon TE (TE-Buffer), se dizolva peste noapte,
iar apoi se lasi in frigider la 4°C céteva zile. Apoi ADN-ul este depozitat in cutii special destinate

pentru pastrarea ADN-ului.

2. Reactia de polimerizare in lant (PCR)

Reactia PCR (Polymerase Chain Reaction) este 0 metoda de amplificare enzimatica in vitro
a unei anumite secvente de ADN. in prezent s-a dezvoltat o adevirati tehnologie PCR, care este
folosita intr-o varietate foarte mare de domenii: biologie moleculara, stiinte ale mediului,
criminalistica, stiinte medicale, biotehnologie, microbiologie, industria alimentara, epidemiologie
etc.

Din punct de vedere chimic, PCR este constituita din cicluri succesive de replicare a ADN-
ului in vitro, folosind 2 primeri oligonucleotidici ce hibridizeaza cu cele 2 catene ale secventei
originale (folosite ca matrita in replicare). Diferenta esentiala dintre o asemenea reactie de
replicare si un proces de replicare ADN in vivo este faptul ca in reactia PCR etapa de desfacere a
dublului helix matrita si, respectiv, cea de atasare a primerilor nu sunt realizate enzimatic, ci prin
parcurgerea unor trepte de temperaturd, iar singura enzima folositd in reactie este o ADN

polimeraza ADN-dependenta (cu functie de replicaza).
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Principalele componente ale reactiei sunt: ADN-matrita, o ADN polimeraza termostabila,
primeri oligonucleotidici, deoxinucleotidtrifosfati (dNTP), tamponul de reactie, ioni de Mg®*. O
reactie PCR este formatd din n cicluri (intre 25 si 40), in fiecare ciclu fiind parcurse 3 etape
principale:

1. denaturarea termica a matritei (deci, desfacerea dublului helix ADN);

2. atasarea primerilor;

3. polimerizarea propriu-zisa.

La terminarea unui ciclu de replicare in vitro (de amplificare), cantitatea de ADN rezultata
este dubla fatd de matritd. Mai mult decat atat, produsele rezultate intr-un ciclu sunt folosite ca
matrita in ciclul urmator, astfel incat numarul final de copii ADN este de 2n*y, unde Yy = numarul
initial de copii, iar n = numarul de cicluri de replicare. Este de subliniat faptul ca moleculele
acumulate exponential reprezinta copii ale matritei, care la capete au incorporati primerii.

Prima raportare in literatura de specialitate a unui experiment de amplificare in vitro a unei
secvente ADN prin PCR a fost realizata de Kary Mullis in 1985. Ulterior, metoda a fost aplicata
de catre un grup de cercetatori de la Departamentul de Genetica Umana de la Cetus Corporation
(SUA) pentru amplificarea secventei de ADN ce codifica globina umana si pentru diagnosticul
prenatal al anemiei falciforme. Initial, reactia PCR folosea ca replicaza fragmentul mare
(Klenow) al ADN polimerazei | de la Escherichia coli. Aceasta enzima era insa inactivata de
temperaturile ridicate necesare etapei de denaturare a matritei. Ca urmare, la fiecare ciclu de
replicare trebuia addugata enzima ,,proaspata”. Ulterior, a fost descoperita si introdusa in reactia
PCR o ADN polimeraza termostabild, izolatd initial dintr-o tulpind de Thermus aquaticus
(bacterie termofild izolatd din izvoarele termale Yellow Spring din SUA).

Un alt pas important in dezvoltarea tehnologiei PCR a fost procesul de automatizare, care a
condus la producerea in prezent a unor aparate ce desfasoara ,,singure” intregul proces de PCR,
parcurgand toate treptele de temperatura in n cicluri.

a) Matriza ADN. De cele mai multe ori, intr-0 reactie PCR se introduc molecule de ADN
linear/circular ce include secventa de amplificat. Puritatea ADN-ului introdus ca matrita
reprezintd un parametru important pentru succesul unei reactii PCR. De exemplu, cantitati mari
de ARN dintr-un extract ADN pot chelata ionii de Mg®*, determinand astfel o activitate scazuti a
ADN polimerazei. Totodata, o serie de contaminanti din extractul ADN pot inhiba actiunea ADN
polimerazei.

Cantitatea de ADN-matrita introdusa intr-o reactie PCR influenteaza puternic performanta
reactiei. Cantitatile recomandate pentru o reactie PCR standardizata sunt: maximum 500 ng

pentru ADN genomic uman, 1-10 ng ADN bacterian, 0.1-1 ng ADN plasmidial. Cantitatea ADN
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trebuie insa corelatd cu numarul de copii de secventa-matrita, aceasta depinzand de
complexitatea moleculelor de ADN. Astfel, pentru un plasmid de 4 kbp din care trebuie
amplificatd o secventa de 1 kbp, secventa-matrit reprezinta 25% din ADN introdus in reactie. In
timp ce, 0 secventa tot de 1 kbp, dar dintr-un ADN genomic uman (specia umana avand un
genom de aproximativ 3.3*10°bp), reprezinta doar 0.00003% din ADN introdus in reactie. Ca
urmare, pentru a avea acelasi numar de secvente-matrita, trebuie introdusa o cantitate de
aproximativ 1 milion de ori mai mare in cazul ADN-ului genomic uman. Ca recomandare
generald, se porneste cu un minimum de 104 copii de secventa-matrita pentru a obtine un semnal
intr-0 reactie PCR de 25-30 cicluri, avand insa grija ca si concentratia finala de ADN in
amestecul de reactie sa fie mai mica sau egala cu 10 ng/pl.

b) ADN polimeraza termostabild. In prezent, in toate reactiile de tip PCR se introduc ADN
polimeraze termostabile. Variantele naturale ale unor asemenea enzime au fost izolate din
microorganisme termofile, care poseda echipamente enzimatice cu temperaturi optime ridicate
(mai mari de 70°C) si care sunt capabile si desfasoare activititile specifice si dupa treceri peste
temperaturi extreme (in jur de 100°C). in marea majoritate a cazurilor, pornind de la asemenea
variante naturale, ADN polimeraze termostabile au fost manipulate genetic (cu obtinerea unor
variante ameliorate) si clonate in tulpini de E. coli (microorganism ce este mult mai usor de
crescut si manipulat decat bacteriile termofile). In majoritatea experimentelor, cantitatea optima
de ADN polimeraza termostabila (sau de amestec de ADN polimeraze) este cuprinsa intre 0.5 si
0.25 U/50 pl volum de reactie.

c) dNTP (deoxinucleotidtrifosfasi = dATP, dGTP, dCTP, dTTP). Deoxinucleotidtrifosfatii
introdusi in reactie sunt folositi de ADN polimeraza in reactia de polimerizare. In amestecul de
reactie se introduc cantitati echimolare din cele patru tipuri de molecule; in caz contrar, scade
fidelitatea ADN polimerazei. Concentratia optima a dNTP variaza intre 50 si 500 uM (pentru
fiecare ANTP), valoarea cea mai uzuald fiind 200 pM. Aceastd concentratie trebuie corelata cu
concentratia Mg?*. In cazul in care se doreste obtinerea unor produsi de reactie PCR marcati
(radioactiv sau neradioactiv), se introduc dNTP marcate.

d)Tamponul de reactie (contine tris-hidroxi-aminometan, ca substanta amfotera, si MgCly,
necesar functionarii optime a ADN polimerazei termostabile). Exista si variante in care tamponul
de reactie nu contine Mg®*, iar acesta este livrat separat, permitand optimizarea concentratiei
ionilor de Mg?*. lonii Mg®* formeaza complexe solubile cu moleculele dNTP, pentru a produce
substratul propiu-zis recunoscut de ADN polimeraza. Concentratia ionilor de Mg?* este un factor
crucial ce afecteaza performanta oricarei ADN polimeraze. Astfel, o serie de componente ale

reactiei de PCR (matrita ADN, agenti chelatori prezenti in proba de ADN — cum sunt de exemplu
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EDTA sau citratii — sau diverse tipuri de proteine) pot scidea cantitatea ionilor liberi de Mg,
ceea ce conduce la o activitate slaba sau chiar inactivitate a Taq polimerazei. Totodata, excesul
ionilor de Mg?* reduce fidelitatea enzimei si poate conduce la cresterea amplificarilor
nespecifice. Concentratia optima de MgCl, variaza intre 1 si 5 mM, valoarea cea mai frecvent
folosita fiind 1.5 mM (cu dNTP la concentratia de 200 pM fiecare). Mg®" influenteaza activitatea
enzimei si creste valoarea Tm a ADN. Excesul ionilor de Mg®* intr-o reactie PCR poate creste
atasarile nespecifice ale primerilor. Din aceste motive, este necesar a determina concentratia
optima de MgCl, pentru fiecare reactie PCR. Acest lucru poate fi realizat prin prepararea unei
serii de reactii ce contin diverse concentratii de Mg?*, intre 1.5 si 3.0 mM Mg?* (cu incremente
de 0.5 mM), prin addugarea a 3, 4, 5 si, respectiv, 6 pul dintr-0 solutie stoc de 25 mM MgCl; la
amestecuri de reactie de 50 pl. Este important de retinut ca in acest caz trebuie folosit un tampon
de reactie ce nu contine MgCl.,.

e) Primerii oligonucleotidici. in general, dimensiunea primerilor folositi in reactiile PCR
este cuprinsad intre 15 si 30 bp si, de obicei, acestia sunt complementari cu capetele 5 si,
respectiv, 3’ ale regiunii ce urmeaza a fi amplificatd. Se recomanda ca primerii sa aiba un procent
molar de guanind + citozind (% mol GC) cuprins intre 40% si 60% si sa aiba o distributie
echilibrata a domeniilor bogate in A/T si G/C. Este recomandabil ca cei doi primeri sa aiba valori
Tm care si permitd temperaturi de atasare intre 55 C si 65 C (pentru specificitate maxima se
folosesc temperaturi de 62-65°C). De asemenea, este ideal ca cei doi primeri si aiba valori Tm
identice sau foarte apropiate si sd nu prezinte secvente cu complementaritate intracatenara (si
care, deci, sa determine structuri secundare interne). Totodata, pentru a se evita dimerizarea
primerilor, este necesar ca acestia si nu fie complementari unul cu celalalt. In general,
concentratiile optime ale primerilor intr-0 reactie PCR sunt cuprinse intre 0.1 si 0.6 uM.

Intr-o reactie PCR, un parametru important este temperatura de atasare a primerilor la
matrita ADN (,,primer annealing temperature”). Astfel, in cazul primerilor cu valori de Tm
ridicate poate fi crescuta temperatura de atasare a lor. Acest lucru conduce la minimizarea
atasarilor nespecifice, la reducerea cantitatii de dimeri de primeri, precum si la cresterea cantitatii
de produs PCR corect.

Existda numeroase formule pentru a calcula valorile Tm ale acizilor nucleici. Pentru
determinarea corecta a valorilor Tm ale primerilor, se recomanda efectuarea reactiei PCR la
diverse temperaturi de atasare, pornind de la o temperaturd cu 5 C mai mici decat valoarea Tm
calculata.

PCR a fost efectuata in 25 pl solutie de reactie cu compozitia:

a. 1x tampon de reactie (67 mM Tris-HCI (pH8.8);
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b. 16,6 mM (NH,),SO,, 0,01% Twin-20;

c. 0,25 uM de fiecare primer;

d. 200 uM de fiecare dezoxinucleozidtrifosfat;

e. 1 unitate de ADN polimeraza termostabila.

Concentratia MgCl, in 1x tampon de reactie si temperatura se aleg individual. In ultimii
ani se utilizeaza ADN polimeraza termostabila (Dream Taq), dezoxinucleotidtrifosfati, primeri
oligonucleotidici, clorura de magneziu, Green buffer 10X (Fermentas).

a) Metoda PCR multiplex (MPCR) pentru gena DMD

Pentru a efectua o cautare directd a deletiilor extinse iIn gena DMD, a fost elaborata o
metoda foarte eficienta — Multiplex PCR cu ADN-ul izolat al probantului din celulele sangvine
periferice, ale vilozitatilor coriale sau amniotice.

Amplificarea a fost efectuatd dupa metoda A. Chamberlain (1988) [155], S. Abbs (1991)
[68], Koieng by Beggs s.a. (1990) [156], E.J. Ashton (2008) [157], cu modificarea pentru aparate
Techne Thermal Cycler PHC — 1A (Marea Britanie) [158], Tercik (Rusia), Eppendorf
(Germania). Pe baza metodelor molecular-genetice eficiente elaborate au fost realizate 20 de acte
de implementare in Laboratorul de Genetica Moleculard Umana al CSRGM.

In cercetarea noastra, reactia MPCR pentru detectarea deletiilor in gena DMD, a fost
efectuata in microtuburi de tip Eppendorf in amplificatorul Eppendorf MastercyclerPro, utilizand
urmatorul program de amplificare:

1) 95°C — 5:00 min.,

2) 94°C — 00:45 min.,

3) 58°C — 00:45 min., 33- 35cicluri

4) 72°C — 00:50 min.,

5) 72°C — 7:00 min.

MPCR s-a efectuat in 40 pl solutie de reactie cu compozitia:

a. 0.2 mM de fiecare dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP);

b. 4U DreamTag DNA Polymerase;

c. 0.5-1 pug de ADN-matrita;

d. 1 mM de fiecare oligonucleotid (forward primer si reverse primer);

e. 5 ulde 10X DreamTaq™ Green Buffer, care contine: KCI, (NH;)2SO4, 20 mM MgCly;

f.  H,0O nucleaze-free pentru volumul amestecului de reactie de 40 pl.

Pentru realizarea reactiei au fost testati noi primeri, organizati in 3 seturi a cate 9 exoni:

| set: Il set: I1. set:

75 (492 bp) 66 (492 bp) 32 (488 bp)
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34 (439 bp) 26 (430 bp) 19 (429 bp)
12 (405 bp) 35 (403 bp) 40 (398 bp)
22 (387 bp) 13 (384 bp) 55 (383 bp)
44 (360 bp) 67 (358 bp) 17 (354 bp)
30 (344 bp) 77 (337 bp) 56 (336 bp)
7 (315 bp) 15 (310 bp) 49 (310 bp)
57 (284 bp) 70 (283 bp) 73 (281 bp)
2 (243 bp) 24 (243 bp) 69 (242 bp)

b) Efectuarea metodei PCR pentru gena SMN

Conditiile reactiei pentru exonii 7,8, polimorfismele D5S557 si D5S435: volumul total — 25
pl. 1 pl mostra de ADN genomic se adauga la 24 pl compozitie (Tabelul 2.3):

a) 75 mM Tris-HCI pH=8.8;

b) 20 mM (NH,4),SOq;

c) 0.01% Tween 20;

d) 1.5 mM MgCly;

e) 0.25 mM de fiecare dNTP;

f) 1U Taq ADN polimeraza recombinant;

g) 0.65 U optice de fiecare primer.

Compozitia se prepara tinand cont de numarul probelor, inmultind cantitatea initiala a

componentelor cu numarul de probe, iar apoi la fiecare 1 pl probd ADN se adauga cate 24 pl

compozitie.
Tabelul 2.3. Primeri si caracteristica produsilor PCR
Lungimea T°C
Locus Primeri fragmentelor, hibridizarea
pb CuU primer

7exon | ’AAAGCTAATCTATAATATAGCTATCGAT 150 £4C - 0.7min
SMN 5"TCACTTTCATAATGCTGGCAGAC ’
8exon | 5"GTAATAACCAAATGCAATGTGAA 183 £°C - 0.7min
SMN 5’CTACAACACCCTTCTCACCGG '
D5S557 | 5 GAATGACACAGTGCAGCAATC o .
2AE 5 CTGGAGAACCCTAATACAATGG 148-172 | 57°C-0,7min
D55S435 | 5CAAGAGCACAGTTTGGAGTGAG o .
CVS19 | 5ACACACATGCACGCTCTCTC 128-140 | 58°C-0,7min

C) Efectuarea metodei PCR pentru detectarea duplicarii in gena PMP22
Primerii oligonucleotidici au fost sintetizati corespunzator datelor Iui I. Marselianova [71]

(Tabelul 2.4). Conditiile reactiei au fost: volumul total — 25 pl. 1 pl mostra de ADN genomic se
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adauga la 24 ul 1x PCR Bufer (67 mM Tris-HCI (pH 8,8), 16,6 MM (NHy4),SOy4, 0,01% Twin-20),
0,25 uM de fiecare primer, 200 uM de fiecare 1 mM; 3,5-5 U de activitate ADN polimeraza.

Tabelul 2.4. Primeri si caracteristica produsilor PCR

Marker Consecutivitatea oligonucleotidelor Lungime, T°C
Locus .
5—3’ pb hibridizare

F: AGAACCACAAAATGTCTTGCATTC o
McHIA | 178122 | g GGCCAGACAGACCAGGCTCTGE | 193167 58°C

17pl11.2 F: GTGTTGTATTAGGCAGAGTTCTCC o
gena 175921 R: CACCATAATCATGTCAGACAATCC 109-127 58°C

PMP22) F: CAACAACAGCGAAACTCTGTCTC o
175839 | R. AGACCCTGGAAGATCAACTACC | 123143 58°C

Alelele pentru markerii-microsateliti polimorfi, utilizati pentru analiza inlantuirii genetice,
au fost separate prin electroforeza in geluri PAA de naturd nondenaturantd de 8% (in raport
AA:bisAA = 29:1,3), cu lungimea de 20 cm, preparat din 1x tampon TBE (0,089 M tris-borat,
0,089 M acid boric, 2,0 mM EDTA). Anterior aplicarii pe gel, 10 pl de material amplificat s-a
amestecat cu 3 pl de solutie-tampon de aplicare, in compozitia careia intra coloranti marcati
albastru de bromfenol si xilolcianol.

in aceasta lucrare, pentru analiza molecular-genetica s-a utilizat metoda PCR-RFLP, care
permite identificarea mutatiilor genice cauzate de deletii, insertii in forma homozigota, precum si
in cea heterozigotd. Metoda consta in amplificarea unui fragment de ADN care contine situl de
mutatie cercetat prin metoda PCR si digestia produsului amplificat cu o enzima de restrictie, care
cliveazd ADN-ul in functie de prezenta/absenta situsului de restrictie.

Este cert ca siturile polimorfe restrictionale intotdeauna reprezinta un sistem bialel, de
aceea chiar si la cea mai 1nalta variabilitate a acestui sit, numarul indivizilor heterozigoti dupa
locusul dat nu va depasi 50%.

d) Condiriile reactiei pentru locii din genele MTHFR, MTR, MTRR

PCR pentru detectarea mutatiilor din genele MTHFR, MTR, MTRR a fost efectuata in 25 pl
solutie de reactie cu compozitia:

a) 22 ul tampon mix (compus din: H,O — 410 pl; crezol — 200 ul; ANTP — 100 pl; Taq

10xPCR bufer — 100 pl; MgCl, — 120 pl);

b) 0,5ul de fiecare primer;

c) 0,3 ul de ADN polimeraza termostabila.

In fiecare eppendorf s-au adiugat cate 2 picaturi de ulei mineral (sigma) si cate 1-1,5 pl ADN
genomic, dupi care s-a efectuat PCR cu urmitorii parametri: 94°C — 3 min., 35 cicluri: 94°C — 1

min.; 60°C — 1 min.; 72°C — 1 min.; 68°C — 6 min.
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Polimorfismul lungimii fragmentelor de restrictie a fost studiat in urma restrictiei
fragmentului amplificat cu primerii corespunzatori genelor MTHFR, MTRR, MTR, cu enzimele
Mbo II, Hinf I, Nde I, Hae 1l1 (Tabelul 2.5).

Tabelul 2.5. Conditiile PCR pentru genele MTHFR, MTR, MTRR si secventa primerilor
utilizati in cercetare [158]

Locus/ Consecutivitatea oligonucleotidelor T°C Enzima de
mutatie 553 hibridizare restrictie
MTHFR F:-TGAAGGAGAAG GTGTCTGCGGGA 60°C Hinfl
(C677T) R: AGGCGGTGC GGTGAGAGTG
MTHFR F:CTTTGCGGAGCTG AAGGACTACTAC 61°C Mboll
(A1298C) R: CACTTTGTGACCATTCCGGTTTG
MTR F: GGTGCCAGGTATACAGTGACTCT 58°C Haelll
(A2756G) R: GATCCAAAGCCTTTTACACTCCTC
MTRR F: AAGGCCATCGCAGAAGACAT 58°C Ndel
(A66G) R: CACTTCCCAACCAAAATTCTTCAAAG

Produsul amplificarii este supus digestiei cu o restrictaza specificd pentru determinarea
mutatiei. Amestecul de reactie include 10-8 pl de amplicon, 5 U de restrictaza, 3 ul H,O si 1 pl
solutie-tampon pentru restrictaza data:

10X Orange Buffer — 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl;, 100 mM NaCl si 0.1 mg/ml BSA
pH 7.5;

10X Red Buffer — 10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 100 mM KCI si 0.1 mg/ml BSA pH
8.5.

Reactia are loc la temperatura de 37°C timp de 12 ore, dupd care se efectucaza
electroforeza pentru vizualizarea rezultatelor.

e) Condiriile reacriei pentru locusul 4a/4b a genei eNOS

Primerii si conditiile PCR folosite pentru analiza polimorfismului genei eNOS sunt
prezentate in tabelul 2.6.

Succesiunea primerilor utilizati a fost aleasa in baza succesiunii nucleotidice a

fragmentelor de ADN utilizate, date care se pastreaza In baza de date Gene Bank.

Tabelul 2.6. Conditiile PCR pentru locusul 4a/4b a genei eNOS

- 0
Gena/ Succesiunea primerilor, 5°-3” Lungime, pb T ple
marker aliniere
eNOS intron | F: AGGCCCTATGGTAGTAGTGCCTTTT 420 60
4al4b R:TCTCTTAGTGCTGTGGTCAT 393 60

Restrictia s-a efectuat in urmatoarele conditii: la 10 ul amplicon s-au adaugat 3 ul apa, 1,7

ul tampon de reactie, 0,3 ul enzima de lucru. Restrictia s-a efectuat la 37°C timp de 12 ore.
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3. Efectuarea electroforezei si vizualizarea rezultatelor

Pentru a vizualiza rezultatele dupa amplificare, folosim diferite metode. Una dintre cele
utilizate mai frecvent astazi este metoda de electroforeza pe baza de separare a moleculelor de
ADN dupi dimensiune sub actiunea unui curent electric constant. In acest scop, se pregiteste un
gel de poliacrilamida si se toarnd intr-o camera speciala cu volumul de 40 ml. Gelul se prepara
din urmatoarele componente: acrilamida (29:1), solutie tampon — 10XTris-Borat-EDTA (TBE),
10% (NH4)2S20g si TEMED. In cercetare am utilizat gel de poliacrilamidi de 7.5% de lungimea
20 cm, iar in calitate de solutie-tampon am folosit 1XTBE. Gelul este turnat in camera speciala si
se polimerizeaza n ~ 15 minute.

Camera cu gel se conecteaza la sursa de curent electric la aparatul Serva Electrophoresis
GMH (Germania). Gelul este asemeni unei site moleculare ce permite moleculelor mai mici sa se
deplaseze mai rapid, iar celor mai mari — sa inainteze mai lent.

Rata de circulatie a ADN-ului in gel este influentata de concentratia gelului de PAA,
intensitatea campului electric, compozitia, temperatura solutiei-tampon si compozitia GC al
ADN-ului. Toate moleculele de aceeasi marime migreaza cu viteza egald. Dupa electroforeza,
care dureaza de la 10 minute la cateva ore, gelul este plasat pe filtrul transiluminator, emitator de
lumina ultravioleta (254, 310 nm). Lumina ultravioletd absorbitd de ADN este de 260 nm,
colorarea cu EtBr il face sa fie fluorescent in regiunea portocaliu-rosu a spectrului vizibil (590
nm).

Pentru a determina calitatea ADN-ului izolat, se ia o parte de acizi nucleici si se efectueaza
hidroliza cu enzime de restrictie si electroforeza. ADN-ul este incarcat negativ, migrarea va avea
loc spre polul opus, adicd pozitiv. Intensitatea curentului depinde de tipul solutiei-tampon, de
lungimea camerei si de masa materialului cercetat, dar de obicei se afla intre valorile de 100-120
V. Rezultatul se vede atunci cand banda de migrare se va afla la 4-7 cm de la locul expunerii
probei.

In functie de lungimea fragmentelor, s-a ales gelul corespunzitor. Pentru diferentierea
exonilor din gena distrofinei (Figura 2.2), locusului D5S557,MTFHR 677CT, MTHFR 1298,
MTR A2756G, MTRR A66G (Figura 2.1), eNOS3 4a/4b (Figura 2.3) a fost utilizat gelul
poliacrilamidic cu concentratia de 7.5%; pentru exonii 7 si 8 ai genei SMN, mutatia D5S435,
concentratia gelului a fost de 8%.

Pentru interpretarea rezultatelor obtinute in urma electroforezei, s-au utilizat
electroforeogramele din figurile ce urmeaza:

1. Din Figura 2.1A se observa banda de 197 pb, ce coincide cu genotipul normal (677CC).
Prezenta celor doua benzi (175 si 197 pb) indica genotipul heterozigot (677CT). Pentru cel de-al
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2-lea polimorfism (A1298C), genotipul normal (1298AA) este indicat de benzile de lungimea 56
pb, cel heterozigot (1298AC) — de benzile 56, 80 pb, iar cel mutant (1298CC) — de prezenta
benzilor de 30, 80 pb (Figura 2.1B) [159].

2. MTR A2756G — ampliconul de marimea 501 pb este hidrolizat de restrictaza Hae Il
folosind Red Buffer. In cazul purtitorului homozigot mutant, vom observa fragmentele de 268
pb, 152 pb si 81 pb; in cazul heterozigotilor — fragmentele 420 pb, 268 pb, 152 pb si 81 pb; in
cazul homozigotilor dupa alela normala — 420 pb si 81 pb (Figura 2.1C) [159].

3. MTRR A66G — ampliconul de marimea 145 pb este hidrolizat de restrictaza Nde I,
folosind Orange Buffer. in cazul purtitorului homozigot mutant, vom observa fragmentele de

127 pb si 18 pb; in cazul heterozigotilor — fragmentele 145 pb si (127 pb si 18 pb); in cazul

homozigotilor dupa alela normala — 145 pb (Figura 2.1D) [159].

Fig. 2.1. Electroforeogramele polimorfismelor studiate
A. Polimorfismul MTHFR C677T: M — marker pUC19/Mspl; 677CC - 1, 2, 3, 5 (197 pb);
677CT - 4 (175 pb si 197 pb); B. Polimorfismul MTHFR A1298C: M — marker

pBR322; 1298AA - 5, 3 (56 pb); 1298AC - 2, 4, 6, 7 (56, 80 pb); 1298CC - 1 (30 si 80
pb); C. Polimorfismul MTRA2756G: M — marker pUC19/Mspl; 2756AA - 1, 2, 3 (420,

83 pb); 2756GA - 4 (420, 268, 152, 83 pb ); 2756GG - (268, 152, 83 pb); D.

Polimorfismul MTRR A66G: M — marker O'GeneRuler DNA Ladder, pUC19/Mspl
(Thermo scientific); 66AA - (145 pb); 66AG - 1, 2, 4,5, 6, 7 (127, 145 pb).

420 pb

393 pb

Fig. 2.2. Electroforeograma amplificarii intronului 4a al genei eNOS
cu primerii corespunzatori
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2.3. Metodele de analiza a rezultatelor obtinute

Pentru calculul si compararea marimilor cantitative, precum si pentru evaluarea
veridicitatii rezultatelor obtinute, au fost utilizate formule general acceptate din statistica
variationala.

In scopul obtinerii unor rezultate calitative, am determinat frecventele in %. Pentru
identificarea diferentelor dintre indicatorii calitativi, am utilizat metoda y? cu corectia Yates
pentru continuitate, pentru calculul careia s-a recurs la constructia de tabele de conjugare «2x2»
si «3x2». Analiza asocierii cu utilizarea testului alelic de baza si calcularea indicatorului OR
(odds ratio) pentru alela minord a fiecarui locus analizat, diferenta statistic semnificativa intre
frecventele alelice si genotipice ale grupurilor a fost realizata cu ajutorul formulei:

OR = a/b/c/d. (2.1)

Intervalul de incredere (IT) pentru OR 1-am calculat in modul urmator [160]:

1. Se determina eroarea standarda m pentru logaritmul natural al OR:

1 1 1 1
m = ’Z+E+E+E (2.2)

2. Se calculeazi limitele I1 pentru logaritmul natural al OR:
IT' = In(OR) — txm; (2.3)
II" = In(OR) + txm, (2.4)

unde In(OR) — logaritm natural pentru valoarea OR; II' — limita inferioara Ii pentru In(OR), 11"
— limita superioara IT In(OR), t — valoarea testului t, m — eroarea-standard pentru In OR.

Pentru determinarea veridicitatii frecventelor alelelor, a fost utilizat criteriul lui Pearson —
+*. Evaluarea veridicititii s-a efectuat dupa tabelele general acceptate. Raportul sanselor (OR —
odd ratio) s-a calculat dupa formula-standard:

OR=a/b*d/c, (2.5)
unde: @, b — numarul de bolnavi care au sau nu au genotipul mutant corespunzator; d, ¢ —
numadrul persoanelor din grupul de control. OR este indicat cu 95% interval de incredere
(Confidence interval — CI).

Testarea grupurilor pentru corespunderea echilibrului Hardy-Weinberg (HWE) a fost
realizatd utilizand testul exact al lui Fisher [161]. Principalele caracteristici ale structurii
genetice a grupelor examinate se calculeaza dupa cum urmeaza:

Calculul alelelor genelor studiate

P = (2np+npq)/2N, (2.6)
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unde: N — volumul esantionului; np — numarul de homozigoti pentru alela p; npgq — numarul de
heterozigoti.
Heterozigozitatea reala (observata)
Hobs = NyIN, 2.7
unde No— numarul heterozigotilor.

Heterozigozitatea reoretica (asteptata)

Hexp =1 _Zipiz’ (2.8)

unde p;— frecventa alelei i.
Raportul dintre devierile heterozigozitatii reale si celei teoretice
F = (Hexp — Hobs)/Hexp. (2.9)
Prelucrarea statistica a datelor am efectuat-o cu ajutorul tabelelor electronice in Microsoft

Excel, aplicatiilor StatDirect, programului on-line SISA (Figura 2.3) si www.gen-exp.ru,

program de prelucrare statistica a datelor [301].

S/9A

SISA allows you to do stati: will take place on the spot. Study the user friendly guides to

Fig. 2.3. Programul SISA [300]

Metoda regresiei logistice se utilizeazd pentru aprecierea particularitatilor dezvoltarii
maladiei si influentei locilor polimorfi ai genelor modificatoare asupra riscului de plasare in
scaunul cu rotile in cazul miodistrofiei [302].

Cu ajutorul metodei regresiei logistice multinominale au fost create modele statistice,
utilizate pentru prezicerea probabilitatii aparitiei unor evenimente, in special privind influenta
diferitor factori asupra perioadei de plasare in scaunul cu rotile in cazul bolnavilor cu DMD/B. in
cercetarea noastrd, perioada de plasare in scaun (inceputul etapei a IV-a a miodistrofiei

Duchenne/Becker, dupa Clasificarea din 2010) este considerata variabila dependenta, iar factorii
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(forta musculara la prima examinare, tipul deletiilor din gena distrofinei, genotipul genelor
ciclului folat si celui metioninic) — ca variabile independente.

Este de mentionat ca variabila dependenta — ,.timpul de plasare in scaunul cu rotile” — a

fost clasificata in doua categorii: 1 — pdna la 9 ani; 2 — pana la 12 ani.

Variabila independentd 1 — aprecierea ,,puterii musculare la prima examinare ”: muschii
biceps si triceps au fost evaluati intr-un sistem de 3 puncte in timpul examinarii initiale a
pacientului:

0 puncte — volumul total al miscarilor active ale articulatiei, cu usurarea greutatii
membrului afectat, adesea miscarea in plan orizontal, fara a ridica mainile/picioarele de pe
masa/patul pe care se afla, cu depasirea fortei de frecare cu suprafata mesei;

1 punct — miscari totale active in articulatii, cu depasirea greutatii membrelor, dar puterea
musculard nu este suficienta, astfel incat, la efectuarea mai multor repetitii scurte, amplitudinea
miscarilor scade (oboseala rapida), acesti muschi nu pot rezista opunerii mainilor examinatorului
in timpul deplasarii;

2 puncte — miscari totale active in articulatii, muschii slabiti suportd opunerea mainilor
examinatorului; miscarea muschilor slabiti este in limitele normei, dar, in comparatie cu colegii
sanatosi, puterea musculara a pacientului este redusa.

Variabila independenta 2 — tipul de limita exon — intron, in functie de pozitia in tripletul de
codificare si identificarea prezentei sau absentei abaterii de la cadrul de citire — ,,delerii in-frame
si out-of-frame ”.

A fost efectuatd analiza deletiilor independente la 171 de pacienti cu DMD/DMB si am
incercat sa apreciem severitatea bolii pe viitor in functie de tipul deletiei. Depistand o deletie
specificd, tipul limitei exon-intronice a fost stabilit tinand cont de pozitia tripletelor de codificare
si am identificat prezenta sau absenta abaterii de la cadrul de citire dupa Programul ,,frame
checking”, prezentat pe site-ul http://www.dmd.nl/.

Variabilele independente: 3, 4, 5, 6, 7 — ,,variantele polimorfice ale genelor, testate ca
modificatori, genele ciclului folat — MTHFR C677T, A1298G; sinteza metioninei — MTR
A2756G, MTRR A66G si gena funcriei endoteliale eNOS 4a/4b”, care au fost impartite in stare
heterozigota sau homozigota.

De asemenea, a fost investigata variabila independenta 8 — ,.diagnosticul clinic de DMD
sau DMB ™.

La verificarea ipotezei despre factorii independenti, am folosit coeficientul de regresie si
nivelul de semnificatie (p-value) pentru coeficientul b (beta). Exponentul coeficientului de

regresie f a fost interpretat ca raportul sanselor (OR) pentru modelul logistic la calcularea
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intervalului de incredere de 95%. Diferentele au fost considerate statistic semnificative la p
<0,05.

Pentru cercetarea interactiunilor intergenice, am recurs la metoda MDR (Multifactor
Dimensionality Reduction). MDR — metoda neparametrici de modelare Statistica — este o
alternativa 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. Metoda MDR a fost utilizata cu scopul de modelare a interactiunii genelor ciclului
folat, metioninic (CFM) si a genei functiei endoteliale in cazul DMD/B [303].

Cercetare epidemiologicia. Analiza statistici a datelor si construirea graficelor au fost
realizate prin aplicarea limbajului si a mediului de programare R (www.r-project.org). Graficele
privind repartitia numarului de cazuri de patologii si numarul populatiei din fiecare raion au fost
ajustate, deoarece dependenta posibila dintre acesti doi parametri nu este una liniara, ci una
logaritmica. Astfel, graficul include forma logaritmata a valorilor pentru liniarizare:

pe axa OX se afla numarul de locuitori exprimat prin:

log(popularie) = 3 + log(nr_populatie), (2.10)
unde nr_popularie este numarul de oameni ai unitatii teritoriale respective.

Fiecare dintre grafice include modelul dependentei liniare sub forma Nr_cazuri ~ log
(populayie). Pentru a estima asocierea dintre acesti parametri, am utilizat corelatia in baza

coeficientului Spearman, p:

S 0
V206 =Xy, — )

Pentru demonstrarea semnificatiei corelatiei, am calculat si valoarea p.

(2.11)

Datele privitoare la populatia fiecarui raion reprezinta datele statistice de la Biroul National
de Statisticd (www.statistica.md). Populatia raioanelor, cu exceptia raioanelor de Est
(Transnistria), este data pentru anul 2011. Ultimele date ale populatiei raioanelor din stinga
Nistrului inregistrate la BNS sunt din 1997. Denumirile raioanelor au fost prescurtate pentru

utilizarea lor in grafic astfel [162]:

AN — Anenii Noi CM - Cimislia ED — Edinet
BL — Balti CN —Cantemir FL — Falesti
BR — Briceni CR —Criuleni FR — Floresti
BS — Basarabeasca CS — Chisinau GL - Glodeni
CA — Causeni DB — Dubasari HC — Hancesti
CH — Cahul DD — Donduseni IL — laloveni
CL — Calarasi DR — Drochia LE — Leova
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NS — Nisporeni SO - Soroca UG - Gagauz YERI

OC - Ocnita SR — Sangerei UN — Ungheni
OR — Orhei ST — Straseni TN — Transnistria
RS — Rascani SV- Stefan-Voda

RZ — Rezina TL — Telenesti

SD — Soldanesti TR — Taraclia

Din cauza lipsei datelor privind populatia raioanelor din stanga Nistrului, acestea au fost

grupate intr-o singura regiune — Transnistria (TN):

BD — Bender TN2 — Slobozia
TH — Tiraspol TN3 — Camenca
TN1 — Grigoriopol RB — Rabnita
Regiunea Gagauz YERI include raioanele:

CT — Comrat

CG — Ceadar-Lunga
VL — Vulcanesti

Frecventa bolilor s-a raportat ca numarul de bolnavi la 100.000 de locuitori.

2.4. Concluzii la capitolul 2

1. Cercetarea de fata include doua tipuri de studii: un studiu retrospectiv de cohorta si un
studiu caz-control.

2. Cercetarea s-a efectuat in patru etape. In I-a etapi a fost determinati problema studiului:
scopul si domeniul cercetarii. Cea de-a ll-a etapa consta din colectarea si prelucrarea
materialului. Apoi, in cea de-a lll-a etapd, materialul colectat a fost prelucrat statistic prin
intermediul programelor de prelucrare statisticd a datelor cu metode standard pentru cercetarea
biomedicald, MDR 3.02, utilizind resursele Www.gen-exp.ru si www.r-project.org. in etapa
finald au fost analizate rezultatele obtinute si a fost argumentata strategia cercetarii.

3. Sunt descrise materialele studiului, inclusiv mostrele de ADN ale persoanelor cercetate —
1587 de pacienti cu suspiciune la prezenta patologilor ereditare ale sistemului nervos — colectate
in cadrul CSRGM in perioada 1991-2018. A fost efectuatd o caracterizare generala a
participantilor la studiul dat. De asemenea, a fost prezentat echipamentul de laborator, au fost
caracterizati reactivii, enzimele si biopreparatele utilizate. Au fost descrise detaliat metodele
molecular-genetice folosite, inclusiv extragerea ADN-ului, reactia de polimerizare in lant,

electroforeza.
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4. Rezultatele obtinute au fost prelucrate la calculatorul personal cu ajutorul StatDirect,
programului on-line SISA, www.gen-exp.ru, Www.r-project.org si prin metoda neparametrica de
modelare statistica MDR 3.02.

5. Luand in considerare obiectivele proiectate si centrate pe realizarea sarcinilor propuse
pentru ameliorarea rezultatelor cercetarii, au fost aplicate instrumente moderne de prelucrare
statisticd a datelor obtinute. Metoda regresiei logistice a oferit informatii necesare pentru
aprecierea particularitatilor dezvoltarii maladiei si a influentei locilor polimorfi ai genelor
modificatoare asupra riscului de plasare in scaunul cu rotile in cazul DMD/B. Aceasta metoda
este deosebit de utilda in elaborarea modelelor predictive, prognozarea bolii, a rezultatelor
posibile ale unei afectiuni cu consecintele sale, precum si pentru estimarea frecventei cu care se

pot dezvolta afectiunile.
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3. ASPECTE CLINICO-EPIDEMIOLOGICE §I MOLECULAR-GENETICE ALE
CERCETARII MALADIILOR EREDITARE NEUROMUSCULARE

Patologiile ereditare si congenitale formeaza un capitol important al medicinei
contemporane. De fapt, nu exista disciplind medicala si biologica ce nu ar avea relatii directe sau
indirecte cu bazele fundamentale ale geneticii. Genetica isi are locul binemeritat in medicina
teoreticd si practicd, in special in ceea ce vizeaza rezolvarea problemelor de ordin diagnostic si
profilactic al patologiilor ereditate si viciilor congenitale. Ponderea semnificativa a patologiilor
ereditare, in speta a retardului mintal si intelectual, reduc longevitatea medie a populatiei.

Patologia monogena reprezintd baza geneticii clinice si este studiatd de stiinta mondiala de
circa o suti de ani. Anul de debut al geneticii clinice este considerat anul 1902. In acest an
medicul englez Harrod A., impreuna cu savantii Halton F. si Bathson U., au publicat primul
comunicat privind afectiunea recesiva — alcaptonuria.

Conform datelor Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM), la momentul actual sunt
identificate mai mult de 300 de gene responsabile de aparitia patologiilor ereditare
neuromusculare (PENM) [www.ncbi.nlm.nih.gov/omim]. Utilizarea metodelor de analizd a
ADN-ului, directionate spre identificarea mutatiilor in aceste gene, permite nu doar de a
concretiza diagnosticul patologiei ereditare, dar si ofera posibilitatea de a identifica portajul
mutatiei 1n etapa preclinica, ceea ce are o importantd principiald in profilaxia PENM cu inceput
tardiv. Consilierea medico-genetica (CMG) sta la baza profilaxiei patologiilor ereditare si poarta
un caracter regional orientativ [163]. Eficacitatea acestei consilieri depinde in mare masura de
nivelul de cunostinte despre prevalenta, spectrul, particularitatile manifestarilor fenotipice ale
anumitor entitati clinice ale PENM, precum si de informatiile cu privire la spectrul de mutatii

patologice in genele responsabile pentru aparitia bolilor frecvente intr-o anumita regiune.

3.1. Spectrul nozologic al bolilor ereditare ale sistemului nervos

In prezent sunt cunoscute peste 20 mii de forme nozologice ale patologiilor umane,
clasificarea carora este dificila. Dintre ei 870 sunt bolile neuromusculare, cauzate de mutatii in
483 de gene diferite. In sistemul international de clasificare al Organizatiei Mondiale a Sanatatii
versiunea 10, maladiile genetice sunt incluse in diferite compartimente, corespunzator sistemului
afectat, dar nu existd un compartiment separat pentru boli ereditare. Bolile congenitale si cele
ereditare, In corespundere cu metodologia general acceptatd, sunt incluse fie in categoria

»anomalii Tnndscute” (anomalii congenitale), fie la cele corespunzatoare organelor sau sistemelor
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corpului uman. Acest fapt determina dificultati legate de estimarea cotei bolilor ereditare in
populatie [162].

Frecventa de detectare a anomaliilor congenitale in Republica Moldova s-a majorat in mod
considerabil in ultimii ani, fapt pentru care studierea problemelor viciilor de dezvoltare
reprezintd nu numai un interes stiintifico-teoretic, ci si un mare interes practic in planul alcatuirii
criteriilor de optimizare si diagnosticare antenatala a viciilor de dezvoltare, profilaxiei si
tratamentului lor [164].

In cadrul maladiilor ereditare, un loc special il ocupi dereglarile sistemului nervos, cel din
urma fiind afectat intr-o anumitd masurd in majoritatea patologiilor genetice — cromozomiale,
metabolice ereditare, dar si in cazul altor sindroame genetice. in patologiile cu afectarea unei
grupe de sisteme de organe, manifestarile neurologice (de ex., dezvoltarea psihomotorie
retardata, episoade convulsive epileptiforme, dereglari motorii, afectarea analizatorului vizual,
analizatorului auditiv s.a.) sunt adesea responsabile de starea grava, gradul de invalidizare si
prognosticul la acesti pacienti. Numeroase forme ale retardului dezvoltarii neuropsihice sunt
definite de mutatii genice, cand sistemul nervos central (SNC) este afectat ca urmare a dereglarii
metabolismului substantelor si celui energetic. In calitate de exemple ce confirmi cele relatate
pot servi fenilcetonuria (PKU), unele maladii mitocondriale, peroxisomice [165], [166]. In cazul
fenilcetonuriei, diagnosticul timpuriu si tratamentul adecvat previn instaurarea retardului mintal
si fizic, ceea ce 1i permite copilului sd se dezvolte pana la calitatea de membru deplin al societatii
si sa se integreze reusit in viata [183], [181].

In fiecare an, in lume se nasc peste doua milioane de copii cu boli ereditare. Cea mai mare
parte din acestia vor muri in primii ani de viata sau vor deveni invalizi. Altii vor avea nevoie de
ingrijire medicala si sociald constanta [167].

O particularitate a maladiilor ereditare este neregularitatea distributiei acestora in diverse
populatii. Cu ajutorul analizei mecanismului de repartizare a acestora, devine realizabila
planificarea activitatilor de profilaxie. Tinta majoritatii studiilor epidemiologice populationale
este elaborarea metodelor de prevenire a maladiilor ereditare. In momentul de fata exista cateva
metode de acest fel: consultul medical genetic, diagnosticul prenatal, screeningul nou-nascutilor
cu scopul aprecierii frecventei maladiilor metabolice, dispensarizarea (cu consultul ulterior al
medicului-genetician), regimul de control al factorilor mutageni proveniti din mediul

inconjurator [168].
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Pentru aprecierea structurii nozologice a grupului bolilor ereditare ale sistemului nervos
(BESN) a fost efectuata analiza a 1587 cazuri de BESN, care au fost diagnosticate in LGMU al
IMSP IMC de la anul 1991 pana la anul 2018.

BESN constituie o parte semnificativa (2-5%) din totalul maladiilor neurologice in
societatea modernd, fiind o miza majora intr-un transfer de boli monogenice si in structura
patologiei neurologice, in special la copii si tineri [169]. Prevalenta inaltd a BESN are multe
semnificatii medico-sociale ca urmare a severitatii, nivelului ridicat de handicap, limitarii
semnificative a sperantei de viata, infertilitatii si lipsei unui tratament eficient, cu exceptia unor
boli individuale. Profilaxia genetica bazata pe consiliere medico-geneticd are importanta
deosebita [163][23].

BESN sunt caracterizate prin diversitatea extrema a entitatilor care au marcat
eterogenitatea genetica si polimorfismul clinic, ceea ce impiedica diagnosticul clinic si

In ultimii ani, datorita progreselor semnificative in tehnologia molecular-genetica si noilor
medico-genetic — a devenit posibil diagnosticul prenatal, preclinic si diagnosticul purtatorilor
heterozigoti [170]. In acest sens, studiile epidemiologice privind BESN si crearea registrelor
regionale au o relevanta deosebita pentru acordarea serviciilor medicale neurologice si genetice.
In prezent, acumularea datelor cu privire la bolile ereditare neurologice este o metoda raspandita
in multe tari, inclusiv cele ex-sovietice [4]. Acestea reprezinta o cotd majora in cazul maladiilor
ereditare monogenice si in structura patologiei neurologice, in special la copii si tineri [169].

Prevalenta inaltda a BESN cuprinde multe aspecte medico-sociale, ca urmare a severitatii si
nivelului ridicat de handicap, tratamentul fiind conceput doar pentru bolile individuale. Astfel,
profilaxia geneticd bazatd pe consiliere medico-geneticd capatd o importantd deosebita.

Profilaxia maladiilor congenitale si ereditare incepe cu ocrotirea sanatatii familiei si a femeilor

ereditare, congenitale si perinatale — factori ce sunt legati de concepere, purtarea sarcinii si
nastere [171].

Raspandirea formelor severe ale retardului dezvoltarii neuropsihice in populatia Europei
poate fi redata prin raportul 1:1.000 persoane, iar a formelor medii sau usoare — de la 2% la 10%.
Formele severe ale retardului mintal sunt definite preponderent de mutatii cromozomiale si
malformatii congenitale, cota mutatiilor genice fiind sub 20% in cadrul manifestarii severe a

retardului dezvoltarii, dar cifrele sunt mai sporite in cazul formei medii sau usoare.
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Studiul dat aratd ca spectrul de BESN in Republica Moldova cuprinde 18 forme
nozologice, dintre care 15 sunt traditionale pentru majoritatea populatiei (Tabelul 3.1).

Spectrul nozologice BESN in Moldova (Anexa 1) se bazeaza pe cinci grupe:

eDoua grupe sunt de tipul mostenirii autozomal-dominante (AD) in cazul neuropatiei
senzorial-motorii ereditare (NSME) si ataxiei spinocerebelare (SCA).

e grupd mare este reprezentatd de mostenirea recesivda X-linkatd, cu miodistrofie
progresiva forma Duchenne/Becker.

e Alte doua grupe sunt reprezentate de tipul mostenirii autozomal-recesive (AR) —
amiotrofia spinala de tipurile I-11l si miopatiile progresive ale centurilor.

Ponderea maladii neuromusculare constituie 67% pentru BESN.

Rezultatele analizei conduse au aratat cd cele mai frecvente forme maladiilor
neuromusculare ereditare in esantionul de pacienti cercetat sunt: neuropatie senzorial-motorie
ereditara (NSME) (n=276 — 17,39%), miodistrofie Duchenne/Becker (n=274 — 15%) si

amiotrofie spinald (n=252 — 12,98%).

Tabelul 3.1. Spectrul de BESN in Republica Moldova (1991-2018), datele NSRGM.

N/o Formele nozologice Tipu_ri de Numﬁ_rul_ Cota in structura
ereditate | de pacienti BESN, %
1. Neurofibromatoza AD 13 0,81
2. Paraplegie spastica Strumpel AD 15 0,95
3. Distrofie miotonica AD 28 1,76
4, Amiotrofie spinalad AR 252 12,98
5. Distonie de torsiune AD 12 0,38
6. Miastenie sporadic 8 0,44
7. Ataxie Friedreich AR 17 1,07
8. Miodistrofie Landouzy-Dejerine AD, AR 23 1,45
9. Ataxie spinocerebelard (SCA) AD, AR 40 2,21
. .. . AD,AR,
10. | Miopatii congenitale structurale X-linkat 50 2,52
11. | Leicodistrofii 48 2,58
12. | Boli metabolice cu miopatii 95 3,15
13. | Miopatii mitocondriale 67 3,53
14. | Miopatia centurilor AR 160 10,08
15. | Miodistrofie Duchenne/Becker X-linkat 274 15,00
Neuropatie senzorial-motorie ereditara x -
16. (NSME) AD, AR 276 17,39
17. | Maladia Wilson AR 89 4,28
18. | Fenilcetonurie AR 120 5,48
Total 1587

Nota: AD — autozomal-dominant; AR — autozomal-recesiv.
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http://omim.org/entry/158900?search=landouzy%5Cdejerine&highlight=landouzydejerine#reference29

Printre maladiile mentionate sunt trei grupuri de boli neurologice mai cunoscute si incluse
traditional in structura ,,cota de baza” sau ,,nucleul” BESN ale mai multor populatii investigate
[162].

Este important de mentionat cd au mai fost identificate si alte sase forme rare: mioplegii
paroxistice, miotonia Thomsen, miotonia Becker, NSME AR, NSME X-linkate si amiotrofia
spinal-bulbara Kennedy. Ponderea formelor rare a reprezentat 12,5% din esantionul analizat.

Datele epidemiologice populationale demonstreaza perspectiva efectudrii cercetarilor
asupra unor maladii precum miopatia centurilor, bolile metabolice cu dereglarea sistemului
nervos, bolile mitocondriale si crearea unui registru de Bolile Rare in vederea implementarii
metodelor noi de diagnostic molecular in R. Moldova [162].

Frecventa bolilor ereditare neuromusculare se afli pe locul intdi. In literatura de
specialitate autohtond si in cea strdind sunt prezentate variatiille maladiilor genetice
neuromusculare, care se diferentiaza dupa tipurile de mostenire, in functie de severitatea
simptomelor individuale si decurgerea patologiei. Cu scopul determinarii formei (nivelul
leziunii) maladiilor neuromusculare pentru ultimii ani, este folositd frecvent electromiografia,
metoda care evalueaza starea sistemului neuromuscular la bolnavi si la rudele acestora.
Instituirea programelor contemporane de analiza statisticd, prelucrarea datelor studiate,
posibilitatea monitorizarii pe termen indelungat sunt pasi care au majorat evident calitatea

diagnosticului maladiilor ereditare [169].

3.2. Prevalenta bolilor neuromusculare ereditare frecvent intalnite in Republica Moldova

Pe parcursul cercetarii date in centrul nostru au fost inregistrate1078 de pacienti cu maladii
ereditare neuromusculare care locuiesc pe teritoriul Republicii Moldova. Potrivit registrului
familiilor cu patologii neurogenetice, a fost stabilit ca patologiile ereditare neuromusculare
constituie 67% din totalul BESN.

Frecventa bolilor neuromusculare in lume variaza 2,4-33,8 cazuri la 100.000 de populatie
[31]. Frecventa sumara a bolilor neuromusculare constituie 27,2 la 100.000 de persoane. Analiza
efectuata arata ca raspandirea totald a patologiilor neuromusculare constituie 23,5:100000 de
locuitori in RM, ceea ce corespunde cu datele din alte tari.

In functie de gradul degeneririi sistemului neuromuscular, cazurile au fost clasificate in
trei categorii: distrofie musculara progresiva, atrofie musculard neurogend (amiotrofie) si

neuropatie ereditard [165]. In acest studiu au fost calculate frecventele a celor mai rispandite
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forme a bolilor neuromusculare si este facuta asocierea frecventei intalnirii maladiei cu marimea
sl compozitia nationala a populatiei din raioane.

Analiza diapazonul varstei pacientilor in grupa cercetata a variat de la 3 luni la 65 de ani,
marea majoritate avand varsta sub 25 de ani.

La 457 de pacienti s-a inregistrat distrofie musculara progresiva, cu frecventa de 15,2+0.18
cazuri la 100.000 locuitori. Maladiile ereditare neuromusculare din aceastd categorie reprezinta
46% si includ pseudohipertrofia X-linkata, afectarea centurii membrelor, muschilor umar-
scapulo-faciale si oftalmoplegice. Pseudohipertrofia la copii se intdlneste mai frecvent in cazul
subgrupei de miodistrofie X-linkata, ce progreseaza la forma Duchenne/Becker (274 bolnavi) cu
frecventa 9,13+0,27 la 100.000 locuitori care corespunde datelor de la Orphanet (4,78-15,1)
(Orphanet Report Series, Jan, 2019), in Rusia - 1,35-11,23 la 100.000 persoane, conform datelor
Axmuposa II., 2015. Maladia se caracterizeaza prin progresare continud, cu diminuarea
activitatii motorii grave. Cresterea concentratiei de creatinkinaza in sange a fost determinata la
toti pacientii, iar cresterea lactat dehidrogenazei a avut loc de 6-20 de ori, in comparatie cu
valorile normale [172]. Studiul EMG a indicat un nivel primar de afectare musculara. Forma
benigna Becker se deosebeste de cea severa prin gradul de afectare a aparatului muscular [162].

Formele autozomale ale centurilor sunt cel mai frecvent intdlnite la adolescentii cu
mostenire autozomal-recesiva a miodistrofiei Erb-Roth, care actualmente se numeste ,,limb-
girdle muscular dystrophies” (LGMD). Distributia frecventelor in R. Moldova este de 5,34+0,61
la 100.000, care depaseste datele Orphanet (2,85) si corespunde cu datele din Rusia (1,15-5,79).
Au fost depistati 160 de pacienti cu varsta cuprinsa intre 6 si 35 de ani In majoritatea cazurilor,
boala a progresat lent; cinci femei au dat nastere la copii sanatosi. Forma autozomal-recesiva de
tip Leiden-Mobius a fost stabilita la trei pacienti [172]. Boala a progresat rapid si la varsta de 7-
10 ani a dus la imobilitate si dezvoltarea deformarilor [162]. Tabloul clinic se aseamana cu cel
din cazul miodistrofiei Duchenne.

Forma umar-scapulo-faciala (FSHMD, FSHD, FSH sau sindrom Landouzy-Dejerine) a
fost observata la 23 de pacienti. Aceasta forma prezinta o frecventa de 0,76+0,18 la 100.000 si se
incadreaza in intervalul datelor din Rusia (0,48-4,53), dar sunt mai mici conform datelor
Orphanet (7). Grupul dat este caracterizat prin polimorfism genetic si clinic. Cercetarea
raspandirii atrofiei la pacientii care se aflau sub observatie pe o perioada mai indelungata a dus la
depistarea aparitiei mai multor tipuri de atrofii. La unele persoane a fost observat procesul de
atrofiere la nivelul muschilor faciali, al bratului si al umarului. In acest caz, primar in proces au

fost implicati muschii peronieri. In doua cazuri, maladia progresa din primii ani de viati, iar in
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procesul de atrofiere erau afectati muschii faciali, ai bratelor, progresand treptat spre muschii
tipici ai toracelui/trunchiului, bazinului si pana la nivelul muschilor membrelor inferioare [172].
Maladia sporadica evoca in majoritatea cazurilor un mod autozomal-recesiv de mostenire sau de
mutatie spontana.

Amiotrofia spinala (SMA) s-a inregistrat la 252 de pacienti. Prevalenta in populatia R.
Moldova constituie 8,43+0,15:100 000 de 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. Frecventa SMA 1n bolile
neuromusculare ereditare a fost de 12,98%. in baza rezultatelor analizelor clinice, toate tipurile
de amiotrofie au fost impartite in trei categorii: amiotrofia la copii foarte mici, amiotrofia
Verdnig-Hoffmann (SMA 1), amiotrofia la copii cu véarsta mai mare (SMA Il), la tineri —
amiotrofia Kugelberg-Welander (SMA 111) [162]. In cazul copiilor si tinerilor, amiotrofia spinarii
s-a caracterizat prin mostenire autozomal-recesiva. La 231 pacienti cu varsta cuprinsa intre 2 luni
si 5 ani a fost observatd amiotrofia autozomal-recesiva Verdnig-Hoffmann tip I. Totii copiii au
fost diagnosticati in primul an de viatd. Maladia a progresat deosebit de rapid, astfel ca nici unul
dintre copii nu a inceput sa mearga fara sustinere. O mare parte din pacienti au decedat in primii
ani de viata. Identificarea tipului II a amiotrofiei spinale a fost evidentiat la 17 dintre copiii
cercetati. Boala a inceput la 2-3 ani, apoi odata cu varsta s-a dezvoltat mai incet. Pacientii au
pierdut capacitatea de deplasare individuala la varsta de 10 ani. Amiotrofia spinala autozomal-
recesiva Kugelberg-Welander (tipul 111) s-a inregistrat la 4 adolescenti. Boala s-a manifestat la 4-
8 ani si progresa destul de lent, evolutia clinica fiind similara cu cea din miodistrofia Erba [162].

Neuropatii senzorial motorii 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 mica 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. Printre
bolile ereditare neuromusculare, ponderea lor a constituit 30%. Dupa caracteristicile clinice,
electrofiziologice si genetice s-au identificat cinci forme clinice ale neuropatiei ereditare:
autozomal-dominanta CMT de tip I, autozomal-dominanta si autozomal-recesivda CMT de tip Il
si tip 11l (maladia Degerina-Sotta) si forma X-linkata [162].

Totusi, in cadrul conditiilor actuale in Republica Moldova, unele analize nu pot fi efectuate
si din aceste considerente, am creat parteneriate cu diferite laboratoare din straindtate, precum
Departament of Molecular Neuroscience, UCL Institute of Neurology, UK; ,,Getotek”,

,»Genomed” si Centrul de genetica moleculara din Moscova, Rusia s.a.
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Astfel, un exemplu de asemenea cooperare poate servi cazul unui pacient cu MDP forma
Erba, caruia i s-a stabilit un nou tip de mutatie in gena CAPN3 (c.550delA (4 exon) si

¢.1302C>T (10 exon)) (Figura 3.1) ce nu era cunoscuta la acel moment [173].
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Fig.3.1. Detectarea mutatiilor (c.550delA (4 exon) si ¢.1302C>T(10 exon)) prin

secventiere directa [179]

In cadrul unui alt caz, au fost depistate doud mutatii in stare heterozigotd in exonul 10
(c.1331delCinsTCGTACCCAG) care provoaca deletia aminoacidului din pozitia 444 din
proteind si in exonul 13 (c.1696G>A) in cadrul genei CAPN3, nedescrise pana la moment.
Analiza a fost efectuata in parteneriat cu “Centrul Molecular Genetic” (Moscova, Rusia).

Unui alt pacient cu clinica de neuropatie moto-senzoriala, nu i s-a putut depista vreo
mutatie din randul celor mai frecvent intdlnite in populatia R. Moldova pe care noi le analizam.
Prin secventiere, cu utilizarea panelului “Maladii neuro-musculare”, a fost determinata mutatia in
exonul 11 in stare heterozigota, descrisa anterior in gena SH3TC2 (chr5:148406435G>A, rs
80338933), ce conduce spre aparitia site-ului terminarii timpurii a translatiei in codonul 954 (p.
Arg954Ter, NM_024577.3). Totusi, a fost identifica alta mutatie in stare heterozigota ¢.679C>T,
nedescrisa anterior in exonul 6 al aceleiasi gene SH3TC2 (chr5:148421031G>A, rs532463685),
ce provoaca substituirea aminoacizilor in pozitia 227 (pArg227Trp, NM_024577.3). Aceasta
mutatie in stare homozigota sau compound heterozigotd Impreuna cu alte mutatii a fost descrisa
la pacientii cu maladia Charcot-Marie Touth tip 4C (OMIM:608206.0005). Analiza a fost
efectuati in parteneriat cu laboratorul de patologie moleculari ,,Genomed”, Rusia. In acest sens,
in conformitate cu exemplele descrise, observam ca metoda secventierii permite stabilirea
diagnosticului cu o precizie inalta.

Mentionez, ca prezenta panelelor de diagnostic pentru maladiile neuro-musculare, care
includ 341 gene responsabile de aparitia diferitor maladii ereditare, usureaza stabilirea unui
diagnostic corect, in temeiul faptului ca tabloul clinic la diverse patologii neuro-musculare poate

fi deosebit de asemanator.
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Studierea caracteristicilor genetico-epidemiologice si molecular-genetice ale bolilor
neuromusculare frecvent intalnite la populatia Republicii Moldova este primul studiu de acest
gen. Pentru 3 forme nozologice: DMD/B, SMA si NSME tip 1A a fost realizatd asocierea
frecventei maladiei cu marimea si compozitia nationala a populatiei din raioane. A fost creat un
sistem de monitoring si Registru National a bolilor neuromusculare frecvent intalnite (DMD,
SMA si CMT) si Biobancii ADN a pacientilor cu acest boli din Republica Moldova. Acest
registru ne-a permis sa analizam si distributia patologiilor neuromusculare frecvente in diferite
raioane ale republicii in ultimii 25 de ani.

Pe durata studiului, nu a fost posibild determinarea cazurilor d¢ DMD, SMA sau CMT in
raioanele Basarabeasca, Vulcanesti si Drochia din cauza lipsei datelor in registru [189].

In Transnistria a fost depistate un numér mai mare de cazuri de DMD si CMT, comparativ
cu celelalte raioane, exceptand municipiul Chisinau.

Numarul maxim de cazuri de DMD/B a fost constatat in mun. Chisindu, Transnistria si r.
Hincesti; un numar minim de cazuri a fost inregistrat in municipiul Balti, in raioanele: Leova,
Straseni, Orhei, Riscani, UTA Gagauzia (Anexa 2). Ludnd in considerare transmiterea X-linkata,
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 [162].

Cel mai mare numar de cazuri SMA a fost inregistrat in municipiul Chisinau, Transnistria,
r. Soroca, r. Taraclia, UTA Géagauzia. (Anexa 3). Explicatia faptului ca SMA se intalneste mult
mai frecvent in aceste raioane, ca maladie cu transmitere autozomal-recesiva, poate fi ca acestea
reprezintd teritorii populate de bulgari si gagauzi, la care se poate observa fenomenul (casatorie
asortatd etnicd) casatoriilor dintre membrii aceleiasi etnii. Faptul dat duce la izolarea populatiei
si, ca urmare, determina formarea structurii sale genetice.

Preponderenta cazurilor CMT cu transmitere autozomal-dominanta a fost evidentiata in
special in mun. Chisinau, Transnistria, Bender si Ungheni; in raioanele Stefan Voda, Straseni,
Soroca, Edinet, Criuleni, Cimislia, Rébnita si mun. Balti s-au inregistrat cate 8-12 cazuri [162]
(Anexa 4).

In linii generale, a fost demonstrati existenta unei legitati in distributia frecventelor, cu
exceptia numdrului populatiei in raioanele cercetate.

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
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exprimata prin coeficientul Spearman p sunt cuprinse intre 0,46 - 0,5, p=0,0018-0,0047 (Tabelul
3.2).

Tabelul 3.2. Asocierea dintre numarul de cazuri de patologii si populatia in raioane [162]

Patologia Valoarea p Valoarea p
DMD 0,49 0,0027
SMA 0,50 0,0018
CMT 0,46 0,0047

Este important de mentionat ca, desi asocierea este medie, indicii sunt statistic
semnificativi, fiind necesara utilizarea lor in studiile epidemiologice ale BESN. In acest sens,
studii respective in diferite regiuni si crearea Registrului national BNME are o importanta
deosebita pentru serviciile medicale neurologice si genetice. Registrul de evidentd a bolilor
ereditare neuromusculare, creat din 1992, care a cuprins toate datele despre cazurile
diagnosticate si despre familiile cu patologie ereditara, permite utilizarea informatiilor in
scopurile practice ale consilierii medicale genetice.

Rezultatele studiului spectrului nozologic al bolilor ereditare neuromusculare in Republica
Moldova au facut posibila alcatuirea listei maladiilor pentru elaborarea si implementarea
metodelor de diagnostic molecular.

In acest mod, pentru prima dati a fost demonstrati repartitia patologiilor pe teritoriul R.
Moldova. S-a stabilit asocierea medie semnificativa (p=0,49, p=0,0018-0,0047) dintre numarul
de cazuri ale patologiilor cu componenta si marimea populatia raioanelor.

Astfel, generalizand rezultatele cercetarii epidemiologice a fost stabilita agravarea ponderii
patologiilor autozomal-recesive (SMA), autozomal-dominante (CMT 1A) si X-linkate (DMD) in
dependenta de raionul republicii.

Rezultatele obtinute au importanta in practicd medicala si pot fi aplicate in monitoringul
patologiilor respective in raioane si consultul medical genetic al familiilor, inclusiv in baza

diagnosticului molecular-genetic.

3.3. Caracteristica molecular-genetica a bolilor neuromusculare frecvent intalnite.

Ultimii ani ai secolului trecut au fost marcati de progrese rapide in genetica moleculara
umand. Acest lucru se datoreaza in principal efortului depus pentru codificarea genomului uman,
efectuata in cadrul programelor nationale si internationale. Prima versiune (proiect) a genomului
uman (care a oferit informatii despre structura primara a 90% din genom) a fost publicata in anul

2001 de catre Lander s.a., Venter s.a. si a devenit clar faptul ca multe idei despre caracteristicile
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de organizare a genomului sunt gresite. Astfel, chiar si acest proiect de secventiere a genomului
uman a redus drastic estimarea numarului de gene 1n genom — cu 80%, de la sute de mii de gene
la putin peste 30.000, dupa datele Kisselev L. L., in anul 2000. Activitatea de secventiere a
genomului a contribuit la stabilirea unei structuri primare a ADN-ului, dar nu a fost stabilita si
informatia cu privire la numarul de proteine codificate de pe genele genomului uman.

O comparatie a diferite baze de date cu privire la structura primard a ADN-ului si secventa
exprimatd a genomului uman (cum ar fi UCSC, RefSeq, Ensembl) sugereaza ca numarul de
proteine codificate de gene este in jur de 30.000. Astfel, baza de date RefSeq (a 4-a versiune)
ofera informatii privind 27000 transcriptii, iar baza de date Ensembl — cu privire la aproximativ
29.800 transcriptii. Circa 10% din transcriptii au fost reprezentate doar in una din bazele de date.
In plus, este necesar si se ia in considerare faptul ci nu este cunoscutd functia pentru
aproximativ jumatate din toate transcriptiile descrise in prezent.

Determinarea secventei primare a genomului uman a servit ca baza pentru dezvoltarea unor
domenii ca genomica structurala si cea functionald, care se ocupa cu analiza transcriptomului
(studiul spectrului de ARNm 1in diferite tipuri de celule), si proteomica (studiul de recrutare a
proteinei pentru diferite tesuturi) [174]. Cercetarile metabolomicii — 0 serie de metaboliti celulari
— sunt in curs de dezvoltare rapidd. Analiza comuna a transcriptomului, proteomicCii si
metabolomicii in diferite tipuri de tesuturi si celule in timpul ontogenezei reprezintd un obiectiv
principal al fazei actuale de studiere a genomului uman [65].

Genomica structurala si genomica functionala pot fi considerate ca un analog al anatomiei
si fiziologiei normale a medicinei clasice. Deci, la fel ca si in medicind, anatomia normala este
baza pentru studiul anatomiei patologice si genomica structurald este baza pentru anatomia
patologica a genomului — examinarea rolului in patologia umana a diferitor modificari aparute in
structura genomului [175].

Prima anatomie patologica a genomului a permis identificarea si caracterizarea genelor
bolilor ereditare monogenice. Rezultatele acestor studii au fost nu numai obtinerea unui volum
imens de informatii despre mutatii ce cauzeaza boli mendeliene, dar si dezvoltarea testelor noi
eficiente ale ADN-ului, crearea si stocarea informatiilor in baze de date, pentru a pastra volume
mari de rezultate.

Este evident cd pentru a rezolva problema abordata era nevoie de compararea datelor
obtinute despre structura genomului cu cele ale genomului functional. Astfel, au aparut
genomica comparativd (compararea structurilor omoloage in diferite gene ale speciilor de

animale), genomica etnica (analiza structurala a ADN-ului reprezentatilor diverselor grupuri
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etnice), farmaco-genomica (studiul se caracterizeazd prin organizarea genomului in
metabolizarea xenobioticelor diferite, inclusiv a medicamentelor).

Numeroasele probleme aparute au condus la o crestere semnificativa a zonelor de interes in
domeniul stiintei moleculare si in domeniul geneticii, precum si la extinderea abordarilor si
metodelor sale in zonele stiintifice adiacente. Este vorba, in primul rand, de genetica medicala,
iar intrepatrunderea acestor doud domenii ale stiintei a condus la crearea unui domeniu nou de
cercetare — genomica medicala.

Genomica medicald defineste defectele genetice, bolile ereditare, se ocupd cu studiul
genelor mutante si de dezvoltarea noilor metode de diagnostic, tratament si prevenire. In acest
context, un interes special se acorda bazelor molecular-genetice ale bolilor neurologice si
neuropsihiatrice multifactoriale. S-a constatat ca, studiind acest grup de boli, se pot identifica si
caracteriza noi gene implicate in sistemul nervos, care se exprima in mare masurd in aspect

genetic, punand bazele pentru studiul principiilor moleculare ale functionarii sistemului nervos.

A. Particularitati molecular-genetice in cazul distrofiei musculare forma
Duchenne/Becker (DMD/B)

Una dintre sarcinile studiului a constat in cercetarea incidentei deletiilor in gena distrofinei
la bolnavii cu DMD din Republica Moldova si in analiza repartizarii deletiilor in interiorul genei
DMD. Astfel, in 60% cazuri, deletii in gena distrofinei s-au depistat la bolnavii cu DMD de sex
masculin. Deletii si duplicatii apar peste tot in aceasta gena. Totusi, se depisteaza deletii ample
de obicei concentrate in doud puncte ,,fierbinti”: in regiunea extremitatii- 5° (exonii 2-20) si in
partea centrald (exonii 44-55) a genei, regiuni care cuprind de la 1 pana la cativa exoni alaturati.
Potrivit datelor din literatura mondiald de specialitate, 30% din deletii sunt localizate in partea
proximala a genei, iar 70% — in partea distala [176].

Au fost mentionate particularitati populationale ale tabloului tipic al deletiilor la diferite
populatii europene, precum si in populatia Rusiei si tarilor CSI.

In prezenta cercetare, cota depistirii deletiilor la bolnavii DMD/B in R. Moldova este
destul de ridicata si constituie 85% (181 din 213), ceea ce corespunde datelor cercetdrilor din
populatia europeand, in special celor din Italia — 78% (dupa datele Politano L. s.a., 1998),
Ungaria — 73% (Herczegfalvi A. s.a., 1999), Belgia (Leuven) — 81,8% (Gert Matthijs, Annemie
Meertens, 2004), Canada — 73% (Stockley s.a., 2006) [172]. Totusi, in unele populatii, frecventa
de detectare a deletiilor la pacientii cu DMD/B este mai mica decat in Moldova. De exemplu, in
cercetarile din Argentina, conform datelor datele lui Giliberto s.a., 2004, au fost detectate doar
84 deletii la 174 pacienti neinruditi (48%); in Chili, Rocco P. s.a., publica in anul 2001 date cu
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privire la identificarea deletiilor extinse la 47% din pacientii cu DMD/DMB; in Coreea au fost
depistate 58,6% cazuri de deletii [177]; in China, 65% din bolnavi prezentau deletii (Lo s.a.,
2006); in Australia —58% (Taylor s.a., 2007) [http://www.dmd.nl/]. In opinia noastra, indicatorul
obtinut in R. Moldova este relativ bun si se datoreaza criteriilor evidente in diagnosticul clinic si
introducerii unor motoare avansate de cautare a deletiilor in cei 32 de exoni ai genei DMD
(Anexa 5).

Mutatiile identificate au fost verificate in baza de date Leiden [298], care a fost creata pe
data de 29 iulie 1997. Rezultatele noastre au fost comparate cu datele din actualizari, 5 august
2016 (LOVD?2) si 8 decembrie 2018 (LOVD3). Aceasta baza de date este deschisa si contine
toate mutatiile publicate in literatura de specialitate [178], ceea ce le permite cercetatorilor din
intreaga lume sa Inregistreze toate mutatiile care au fost identificate in gena DMD.

Prin efectuarea unei analize de cluster a tuturor exonilor deletati la pacientii cercetati, a
fost determinata contributia fiecarui exon in procesul patologic (Anexa 6). Analiza a demonstrat
ca partea proxima are un procent mic de implicare a exonilor 3, 6 si 8 din gena DMD 1in procesul
deletiei (respectiv 2,7%, 2,3%, 2,6%). Aceasta analiza a identificat trei picuri in partea centrald a
genei (exonii 45, 47 si 48) — 6,11%, 8,55% si, respectiv, 10,08%, si picuri in regiunea exonilor
50, 51, 52, 53 (7,02%, 4,27%, 3,97%, 2,29%). Astfel, la esantionul pacientilor cu DMD din R.
Moldova, la fel ca in cercetarile anterioare, s-a remarcat prevalenta implicarii partilor centrale si
distale ale genei DMD 1in procesul de deletie [172].

Rezultatele analizei efectuate a deletiilor ne-au permis sa identificam deletii cu implicarea
unui singur exon la 81 (44,75%) din pacienti, ceilalti aveau deletii extinse de la 2 la 45 exoni.
Pacientii cu deletia unui exon au fost impartiti in functie de formele clinice dupa cum urmeaza:
12 (14,8%) bolnavi cu forma DMBecker si 69 (85,2%) cu DMDuchenne. Primul loc dupa
raportul procentual il ocupa exonul 48 (10%), urmat de exonul 47 (8,5%) si exonii 50 si 45
(7,02%, 6,11%) [172].

Analizand datele deletiilor in functie de prezenta sau lipsa schimbarii cadrului de citire, au
fost identificate deletii in-frame la 30 (37,0%) din pacientii examinati. in majoritatea cazurilor —
la 50 pacienti (61,7%) — au fost observate deletii out of frame si intr-un singur caz s-a detectat
deletia in primul exon (Anexa 11). In baza de date Leiden DMD, acest tip de deletie poate avea
efecte la nivel de transcriptie (ARN) si translatie (proteina) [172].

Este de mentionat, ca patru mutatii nu erau inregistrate in baza de date LOVD, actualizata

la 17 mai 2013, dar care au fost depistate in esantionul de pacienti cau DMD/B din Moldova pana
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la acea data. Totusi, in actualizarea din anul 2016, deletiile exonilor 3, 52, 53 si 62 ai genei DMD
deja au fost introduse in baza de date.

Implicarea a doi exoni a fost identificata la 17 pacienti (9,4%), dintre care 16 cu
diagnosticul DMDuchenne si unul cu DMBecker. In majoritatea cazurilor (15 pacienti — 88%) au
fost detectate deletii in-frame, adica fara schimbarea cadrului de citire. Doar in doud cazuri
(12%) deletiile au atins cadrul de citire. Este de mentionat, ca in particularitatile esantionului din
Moldova se numara prezenta mutatiilor neextinse, dar cu intreruperi (deletiile duble). Astfel, la 8
pacienti s-au identificat deletii in doi exoni, cu prezenta mai multor exoni intre cei absenti.
Aceasta situatie se remarca prin implicarea a trei si mai multi exoni (Anexa 7). Interpretarea
severitatii in acest caz se bazeaza pe prezenta schimbarii de cadru, adicd cea mai nefavorabila
varianta. Acest tip de deletii nu era cunoscut si descris in literatura un timp indelungat.
Modificarea (double deletion) a fost descoperita de cercetatorii din India abia in 2010, [179],
[180]. Deletii duble au fost identificate la doar 16 pacienti din RM, ceea ce constituie 8,8% din
totalul deletiilor identificate.

Deletii a trei exoni in gena DMD s-au observat la 23 pacienti (10,3%), dintre care 18
baietei (74%) cu diagnosticul DMD si 6 baietei (26%) cu forma benigna — DMB. 16 deletii au
fost identificate ca fiind out of frame (schimbarea cadrului de citire), celelalte 8 deletii fiind in-
frame (Anexa 7). Toate deletiile identificate in esantionul pacientilor din Moldova sunt descrise
in baza de date Leiden. Este de remarcat polimorfismul clinic al celei mai numeroase grupe de
bolnavi cu deletia exonilor 45-47. Desi acest tip de deletii este descris ca fiind fara schimbarea
cadrului de citire, la trei pacienti din opt se presupune o forma maligna.

La 12 (6,1%) pacienti cu DMD/B a fost identificata deletia a patru exoni. In cea mai mare
parte, acestia erau bolnavi cu DMD. In patru cazuri ei prezentau deletii in-frame, in opt cazuri s-
au observat deletii cu schimbarea cadrului de citire (Anexa 7).

La sase (3,3%) persoane a fost identificata deletia a cinci exoni. La trei copii s-a observat
forma DMD maligna, cu invaliditate timpurie, si doar la un barbat cu DMB s-a mentinut
miscarea independentd pana la varsta de 45 de ani. La doud persoane din sase S-au observat
deletii out of frame. Aceste exemple de discrepanta intre tabloul clinic si tipul deletiei
demonstreaza lipsa valabilitatii ,,teoriei cadrului de citire” la unii pacienti, ceea indica necesitatea
cautarii factorilor genetici care poseda anumite efecte asupra progresarii procesului miopatic.

Toate aceste mutatii sunt descrise in baza de date Leiden.
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La 11 bolnavi a fost stabilita deletia cu implicarea a sase exoni, toti fiind diagnosticati cu
DMD. Analizand tipul deletiilor, in trei cazuri au fost identificate deletii fara schimbarea
cadrului de citire si in opt cazuri — schimbarea cadrului de citire.

Deletia a 14 exoni (ex08ex21del > ¢.650-? 2803+?del) a fost identificata in R. Moldova si
confirmata prin metoda MLPA (Germania). Aceasta deletie in frame se presupune a fi benigna.

Cu toate acestea, trebuie remarcatd multimea de variante rare* identificate in grupul
pacientilor din Moldova (Anexa 7). Mai jos enumeram deletiile descrise in baza de date Leiden
(LOVD v 2.0), ultima actualizare din 5 august 2016, in sectiunea ,,variante rare””:

v Deletia a 9 exoni (ex44ex52del -> ¢.6291-? 7660+?del) in gena distrofinei, cu schimbarea
cadrului de citire, a fost observata la un baiat cu evolutie severa a bolii DMD si deces la 13
ani.

v" Deletia a 10 exoni (ex44ex53del -> ¢.6291-?_7872+?del), cu schimbarea cadrului de citire, a
fost identificata la doi pacienti neinruditi cu o forma dificila a DMD.

v' Deletia a 16 exoni (ex45ex60del -> ¢.6439-? 9084+?del), care cuprinde regiunea distald a
genei, a fost identificata la un copil.

v Deletia a 13 exoni (ex31ex43del -> ¢.4234-? 6290+?del) cuprinde partea centrald a genei
(out of frame), identificata la doi frati, unul dintre ei a fost plasat in scaunul cu rotile la 8 ani
si a decedat la 15, celalalt 1a 12 ani Tnca mergea la corectie metabolica

v O deletie extinsa, nedescrisa, cu implicarea a 20 exoni (ex01ex19del -> ¢.-244-?_2380+?del),
a fost identificata la un baiat de sase ani [172]. Analiza mutatiei a evidentiat dificultati in
prognozare, din motivul implicarii fragmentului de initiere a transcriptiei.

v" Deletia ce cuprinde 46 exoni — de la 1 pana la 45 (exOlex45del -> c.-244-?_6614+?del) — a
fost detectatd la doi verisori; este greu de presupus severitatea din cauza implicarii In proces
a inceputului genei (exonul 1) [172]. Aceasta mutatie a fost confirmata in laboratorul din
Marea Britanie.

in baza de date LOVD3 de la 8 decembrie 2018 [298] n-au fost inregistrate 4 deletii: de la
exonul 1 panad la 45, de la exonul 1 pana la 19, de la exonul 13 péana la 19 si de la exonul 43 pana
la 44 (Anexa 7).

In anul 2018, datoritd cooperarii internationale, pacientilor la care nu au fost gasite deletii
prin metoda MPCR, am reusit sa realizam o secventiere a genei DMD. Ca urmare, s-au detectat
duplicatii la exonii 6 si 36 (c.408dup (p.Glu137*), 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
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(c.5697del, p.Lys1899Asnfs*2). Intr-un caz, s-a gasit o microdelectie in exonul 15 (c .1716_1738de
(p.Ser572Argfs * 12). A fost gasita si 0 duplicatie lungd de la exonul 8 pand la exonul 17.
Frecventa mutatiilor punctiforme astfel constituie 2,4%.

Avand in vedere recomandarile actuale privind diagnosticul DMD [153] si echipamentul
modern al Laboratorului de Genetici Medicala Umana din R. Moldova, s-a decis efectuarea
secventierii genei DMD 1n scopul confirmarii diagnosticului si elaborarea unui algoritm de
cercetare (Anexa 10).

Astfel, datoritd implementarii si 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 noastrd), apoi pana la 36 (E.J. Ashton), sporind astfel rata de identificare a
deletiilor de la 78,4% pana la 85%.

Rezultatele cercetarilor molecular-genetice proprii au aratat ca la bolnavii cu DMD/B din
Moldova predomina deletii egali sau mai mult de 2 exoni (46,95%) si deletii out-of-frame
(61,7%), sunt prezenti 6 deletii rare (2,8%), mutatiilor punctiforme (2,4%) si 4 deletii, care nu
sunt descrise in baza de date DMD — LOVD v3.0; si 16 deletii duble (7,5%), tot nedescrise in
baza de date DMD. Procentajul deletiilor egali sau mai mari de 1 exon in esantion cercetat
constituie 84,98%, ce este diferit de la datele, publicate anterior (Bladen s.a., 2015) care au
raportat rata deletiilor egale sau mai mari de 1 exon ca 68%. 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.

B. Particularitatile molecular-genetice in cazul amiotrofiei spinale (SMA)
indirect), am investigat frecventele alelelor locilor polimorfi D5S557 si D5S435 din gena SMN
in populatia sandtoasa si in grupul de cercetare.

* Analiza polimorfismului locusului D5S557. Caracteristica incidentei alelei in grupul de
control si in familiile cu SMA. Una dintre sarcinile lucrarii noastre a fost studierea
polimorfismului locilor D5S557 si D5S435 in grupul de control, pentru a estima raspandirea
acestui fenomen in populatia sdnatoasa a Republicii Moldova [181].

Pentru diferentierea polimorfismului alelic al locusului D5S557, ne-am bazat pe datele

obtinute in Federatia Rusa privind polimorfismul in grupul de control (Tabelul 3.3) [181].
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Tabelul 3.3. Incidenta alelei D5S557 [181]

A A; As Ay
Alele
Grupul de control Republica 3,23 51,61 43,54 1,61
Moldova ,%
Federatia Rusa, % 2,5 42,5 53,3 1,7
0 3,98

Nota: A, — alela cu lungimea 148 pb, A,— alela cu lungimea 160 pb, Az — alela cu lungimea 166 pb,
A,— alela cu lungimea 172 pb.

In scopul determinarii incidentei alelei au fost investigate 40 de mostre de ADN ale
persoanelor sandtoase (grupul de control — pe 80 cromozomi neinruditi). Incidenta alelei a fost
calculatd din raportul numarului de cromozomi polimorfi fatd de numarul total de cromozomi
neinruditi [181]. Astfel, analiza efectuata a evidentiat o diferenta statistic veridica intre grupul de
control si populatia Rusiei (df=3, p=0,05).

Luand in calcul repartitia alelica, a fost calculatd incidenta posibild a genotipurilor
locusului D5S557 in grupul de control si in populatia Federatiei Ruse (Tabelul 3.4).

Analiza incidentei genotipice a evidentiat o diferenta statistic veridica in grupul de control
intre incidenta reala si cea teoretici (df=9, p=0,001). In acelasi timp, in acest grup lipseau patru
genotipuri (A1A1, AA4, A1A4, A2As). Alela Az era dominanta in grupul de control si se intalnea

cu frecventa de 51,61%.

Tabelul 3.4. Incidenta genotipurilor locusului D5S557 [181]

Genoti P AA; AA, A3A3 ALA, AA, A]_Ag AA, A2A3 AA, A3A4
R. Moldova:
Inc. reald, % 0 38,70 | 32,63 0 3,22 3,22 0 19,35 0 3,22
Inc. teoretica 0,1 26,63 18,96 | 0,02 3,33 2,81 0,1 4494 | 1,66 | 1,40
XZ 0,1 5,48 5,34 0,02 | 0,003 ,05 0,1 1457 | 1,66 | 2,36
Federatia Rusa:
Inc. teoretica 0,06 18,06 8,40 0,02 2,12 2,66 | 0,08 45,3 1,14 | 1,81

Cu scopul studierii polimorfismului alelic D5S557 in familiile cu SMA, a fost efectuata
reactia PCR pentru 15 mostre de ADN al bolnavilor cu SMA neinruditi.

Incidenta alelei A; a fost identificata la 3 (10%) persoane, a alelei A, — la 46%, Az — 40%,
lar a alelei As — la 3,33%. Avand in vedere repartitia frecventelor claselor genotipice in
populatie, se poate spune ca frecventa homozigotilor corespunde frecventei alelice (Tabelul 3.5).

Deosebirile dintre frecventele alelelor sunt statistic veridice: xz =14,83, df=3, p=0,001.
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Tabelul 3.5. Incidenta alelelor locusului D5S557 la bolnavii cu SMA [181]

Locusul D5S557 Alele
Ay A, As A4
Numarul depistat 3 14 12 1
% 10 46,66 40 3,33
Frecventa alelelor 0,1 0,47 0,40 0,03
a 13 0,55 04 0,88

Frecventele probabile au fost comparate cu rezultatele obtinute privind aceste genotipuri
(Tabelul 3.6).

Asadar, putem trage urmatoarea concluzie: incidenta alelei A, este mai mare decat
incidenta alelelor A;, A3, A4 de 4,7; 1,17 si 14 ori (alela A; este dominanta la bolnavii cu SMA)
s, respectiv, se poate de dedus ideea despre asocierea prezentei alelei A, cu SMA. Frecventa
teoretica a heterozigotilor in populatie constituie 59,6%, ceea ce indica o informativitate inalta a

acestui polimorfism.

Tabelul 3.6. Frecventele genotipice ale membrilor familiei probandului [181]

Indici A1A ALA, A3A3 AlAs | AlA, A1A3 AL1A4 A2A3 ALA4 A3A4
Numarul 1 6 3 0 3 0o | o | 11| 1 1
depistat
% 3,8 23,1 11,5 0 11,5 0 0 42.3 3,8 3,8
Ind. teoretic,% 1 22 16 0,9 9 8 0,6 38 2 2
Frecventa 0,1 | 047 | 040 | 003
alelelor
¥ 7,84 0,06 | 1,26 | 0,9 | 0,69 8 06 | 0,48 | 1,62 1,62

« Analiza polimorfismului D5S435. Caracteristica incidensei alelei in grupul control si in
familiile a caror membri sufera de SMA. Urmatoarea sarcind a lucrdrii noastre a constat in
studierea polimorfismului D5S435 in grupul de control si la membrii bolnavi ai familiilor incluse
in studiu.

in scopul studierii polimorfismului alelic D5S435, in grupul de control au fost investigate
28 de persoane (in total 56 cromozomi neinruditi). Incidenta alelelor F; (128 pb), F, (130 pb), F3
(132 pb), F4 (134 pb), Fs (136 pb), Fs (138 pb), F7 (140 pb), Fg (142 pb), Fy (144 pb) s-a calculat
din raportul numarului de cromozomi polimorfi fatd de numarul total de cromozomi neinruditi;
ea alcatuieste respectiv 0,18; 0,017; 0,00; 0,017; 0,25; 0,071; 0,375; 0,071; 0,017 [181].

Avand 1n vedere repartitia incidentei claselor genotipice in populatie, se poate conchide ca

frecventa homozigotilor corespunde frecventei alelei. Frecventa heterozigotilor, calculata dupa
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formula Hardy-Weinberg, constituie 0,7536, adica 75,36%, ceea ce indica o informativitate
inalta a acestui polimorfism pentru identificarea purtatorilor heterozigoti si pentru diagnosticul

prenatal (Tabelul 3.7).

Tabelul 3.7. Incidenta alelelor locusului D5S435 [181]

Locus Alele Grupul de control (MD) GC (Rusia)
D5S435 Fy 0,18 0,26
F, 0,017 0,008
Fs 0,00 0,004
F4 0,017 0,005
Fs 0,25 0,24
Fs 0,071 0,06
F7 0,375 0,37
Fg 0,071 0,08
Fo 0,017 0,04
Xz 7,96

Rezultatele obtinute au aratat o discordanta neinsemnata intre frecventele polimorfismului
alelic in grupul de control din Republica Moldova si in populatia din Rusia. Au fost stabilite
diferente statistic veridice intre incidenta alelelor polimorfe ale locusului dat cu cel din populatia
rusa (y°=7,96, df=8, p=0,05) [181].

Datele obtinute de noi referitor la incidenta genotipurilor dupa locusul D5S435 in grupul
de control denota, in primul rand, predominarea genotipului FsF; (21,42%) (Tabelul 3.8).

Astfel, analiza locusului D5S435 efectuata in grupul dat a evidentiat diferente statistic
veridice in incidenta locusului D5S435 si a stabilit predominarea genotipului F7F;. In acest grup

alela F7 este dominanta (37,5%).

Tabelul 3.8. Incidenta genotipurilor in locusul D5S435 in grupul de control

IndiCi F]_Fl F2F2 F3F3 F4F4 F5F5 F5F6 F7F7 FgFg FgFg Heter.
Numérul 110 lo0ol o 1 1 4 1 0 20
depistat
% 357 | 0 0 0 | 357 | 357 | 1428 | 357 | 0 | 7142
('Q)d' teoretic, | 394 1 003 | - | 003|625 | 05 | 1406 | 05 |003| 7536
Zﬁ‘éﬁ?w 018 | 0017 | 0,00 | 0,017 | 025 | 0071 | 0,375 | 0,071 | 0,17
7 003|003 | 0 | 003 | 142 | 188 | 0,003 | 188 | 003 | 02

Incidenta alelei F; a constituit 30%, Fs — 30%, Fs — 15%, F3 — 5%, F1 — 20%. Astfel,
frecventa alelelor este, respectiv, egala cu 0,3; 0,3; 0,15; 0,05; 0,2 (Tabelul 3.9).
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Interpretand datele obtinute, putem concluziona cd incidenta alelei F; este egald cu
incidenta alelei Fs. in familiile cu bolnavi de amiotrofie spinala, cel mai frecvent genotip este
F-F;, care constituie 14,3%. Frecventa teoretica a heterozigotilor in populatie este de 75,36%,
ceea ce indicad o informativitate inaltd a acestui polimorfism pentru identificarea purtatorilor

heterozigoti si pentru diagnosticul prenatal.

Tabelul 3.9. Incidenta genotipurilor in locusul D5S435 la bolnavii cu SMA

Locusul D55435 F F> F; F,4 Fs Fs F; Fs Fq
Numarul depistat 4 0 1 3 6 0 6 0 0
% 20 0 5) 15 30 0 30 0 0
Frecventa alelelor 0,20 0 0,05 | 0,15 | 0,30 0 0,30 0 0
v 19,51

A fost investigat polimorfismul alelic pe cromozomii la grupul bolnavilor si cei grupul
control. La compararea repartitiei frecventelor alelelor polimorfe de pe cromozomii ce poarta
mutatii in gena SMN si pe cromozomii fara mutatii, s-au evidentiat deosebiri considerabile.
Conform datelor expuse in Tabelul 3.10, frecventa alelei A; pe cromozomii din grupa bolnavi
este de aproape trei ori mai mare decat cea de pe cromozomii din grupa control (10% versus
3,33%).

In locusul D5S435, frecventa alelei F4 de pe cromozomii cu mutatii in gena SMN este de
aproape noua ori mai mare decat cea de pe cromozomii fara mutatii in gena SMN (15% versus
1,7%). Astfel, din cele expuse se poate trage urmatoarea concluzie: deosebirile indicate mai sus
permit, in cadrul diagnosticului indirect al familiilor cu SMA, de a stabili asocierea unei anumite
alele cu maladia si a efectua monitoringul mostenirii acestei alele mutante in familii (Tabelul
3.10) [181].

Tabelul 3.10. Datele privind polimorfismele alelice [181]

Loci Alele Grupul control, % Grupul bolnavi, %

A 3,23 10
A, 51,61 46,66

D5S557 Az 43,54 40
A, 1,61 3,33
Fy 18 20
F, 1,7 0
Fs 0 5
F, 1,7 15

D5S435 Fs 25 30
Fe 71 0
F7 37,5 30
Fs 7,1 0
Fo 1,7 0
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Cautarea directi a deletiilor extinse in gena SMNL.

In corespundere cu schema determinirii naturii genetice a maladiei intr-o familie anume si
avand in vedere frecventa ridicata a deletiilor exonilor 7 [95] si/sau 8 [182] ai genei SMNt la
bolnavii cu SMA I-1V, a fost efectuata analiza acestei mutatii la pacientii cu forme tipice sau
atipice de SMA. In acest scop am utilizat o varianti a metodei de detectare a mutatiei date,
elaboratd in cadrul Laboratorului de diagnostic la nivel de ADN al Centului de Genetica
Moleculara din or. Moscova, Federatia Rusa [15].

Identificarea deletiilor extinse prin metoda PCR-RFLP a fost efectuatd la 142 bolnavi cu
SMA din Republica Moldova, fiind depistate: deletia exonului 7 la 86 (60%) bolnavi, deletia
exonului 8 —la 75 (52%) bolnavi. Datele lui Syed Shafia Aalam s.a., publicate in anul 2018 arata
ca la nivel mondial, deletia exonului 7 este prezenta cu rata de la 32 pana la 100% de pacienti.
Datele noastre sunt similare cu cele primite de Glotov s.a. in 2001 (65%). Prin urmare, deletia
exonului 7 este mai frecventa decat deletia exonului 8 in populatia Republicii Moldova. Totusi,
in populatia iraniana frecventa deletiei exonului 8 este mai mare si constituie 70%, insa in acelasi
timp este mai mica decat frecventa deletiei exonului 7 (90%), iar frecventa deletiilor duble
constituie 18% dupa datele Seyed Reza Kazemi Nezhad, 2011.

Deletiile exonilor 7 si 8 a genului SMN1 concomitent au fost depistate la 40 de pacienti
(28%) din Republica Moldova. In populatia indiana, datele Rashna S. Dastur, 2006 sugereazi ci
nu au fost depistate deletiile izolate ale exonului 8. Eficienta utilizarii diagnosticului direct —
ciutarea deletiilor exonilor 7 si 8 la pacientii cu SMA — in R. Moldova este de 85,0% [172]. In
cazul familiilor informative, dupa deletii e posibila efectuarea diagnosticului prenatal prin
metoda directa. Pentru familiile complet informative e posibild efectuarea diagnosticului prenatal
atat prin metode directe, cat si prin metode indirecte (Figura 3.10) [183].

Astfel, luand in considerare rezultatele obtinute, putem concluziona: algoritmul

.....

investigatiilor moleculare selectat de noi permite determinarea informativitatii in 85% cazuri si,
respectiv, efectuarea diagnosticului prenatal in aceste familii.

Asadar, procentul de identificare a deletiilor exonilor 7 si 8 ai genei SMN1 la pacientii cu
amiotrofie spinala din Republica Moldova constituie 85%, ceea ce corespunde cu datele
internationale [184], iar locusurile D5S435, D5S435 sunt informative in populatia Republicii
Moldova. La 28% de pacientii din Republica Moldova este gasita deletia concomitenta a
exonilor 7 si 8 in gena SMN1, fapt ce difera la populatiile iraniene sau indiene. Actualmente sunt
in proces de elaborare metode noi pentru determinarea deletiilor exonilor 7/8 exoni ai genei

SMN1 prin metoda qPCR pentru screening-ul neonatal.
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C. Particularitatile molecular-genetice in cazul neuropatiilor senzorial-motorii
ereditare tip 1A (boala Charcot-Marie-Tooth)

Cercetarea a fost efectuata pe 106 mostre de ADN ale
bolnavilor cu NSME si ale membrilor familiilor acestora.
Pacientii proveneau din 79 de familii din Republica
Moldova.

Neuropatiile senzorial-motorii ereditare reprezinta o

grupa genetic omogena a maladiilor ereditare ale sistemului

nervos. La baza lor se afla afectarea multipla a nervilor  Fig.3.7. Bolnava de CMT

motorii si senzitivi periferici [185]. Maladiile din aceasta ~ (Picior de cocos) [experienta
personald] [186]

grupa se clasificd in functie de tipul de ereditate,

particularitatile clinice, gravitatea evolutiei si caracterul modificarilor electromiografice si

histomorfologice [186].

Semnele majore ale afectiunii la pacientii inclusi in studiu au fost: slabiciuni cu evolutie
lenta si atrofia musculaturii segmentelor distale preponderent ale membrelor inferioare, formarea
»piciorului de cocos”, formarea ,,piciorului cav” (pes cavus), modificarea specifica a mersului
(stepaj) si diminuarea sau disparitia reflexelor tendinoase ahilian si carporadial (Figura 3.7)
[186].

In grupul de studiu, maladia s-a manifestat in medie la varsta de 12,2+6,3 ani. Toti
pacientii au avut dereglari ale sensibilitatii superficiale (mecanice si termice) in segmentele
distale ale membrelor.

Subtipurile patologiei CMT cu mod autozomal-dominant de transmitere sunt formele cele
mai des intdlnite din toate subtipurile patologiei. Analiza eredocolaterald in selectarea data a
evidentiat in 56% cazuri modul autozomal-dominant de mostenire.

Pentru analiza inlantuirii cu locii autozomali-dominanti cunoscuti ai NSME s-au folosit
markerii-microsateliti (Tabelul 3.11) inalt polimorfi, strans inlantuiti cu locusul cartat NSME 1A
17p11.2-p12 (PMP22).

Tabelul 3.11. Caracteristica markerilor analizati [186]

Locus Locallzar.e a, Marker! ' Coordonatele Marl'<er|.| Coordonatele
cromozomiala flancati analizati
NSME D17S921 36.14 cM D175921 36.14 cM
A 17p11.2-p12 D175122 4112 oM D175839 37.80cM
' D17S122 41.12cM
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In 1989 au fost obtinute date privind cartografierea locusului NSME 1A 1in regiunea
pericentromerica a cromozomului 17 [187]. Ulterior, s-a demonstrat ca la baza patogenezei
NMSE 1A se afld restructurarea cromozomiald submicroscopica — duplicarea tandema cu
dimensiunea de 1,5 mil. pb pe cromozomul 17p11.2-p12 [188]. S-a constatat ca deletia reciproca
a aceluiasi fragment de ADN duce la neuropatie ereditara cu predispozitie spre paralizii, cauzata
de comprimarea nervilor (HNPP) [186].

Fragmentul ADN duplicat in cazul NSME 1A include genele codificatoare ale proteinei
mielina periferica PMP22 (peripheral myelin protein-22). Mutatiile missens in gena PMP22 la
cobaii Trembler si Trembler provoaca aparitia neuropatiilor demielinizante, cu formarea ,,capului
bulbar” specific din celulele Schwann, similare cu NSME 1A umani [189]. in virtutea acestora,
Vance (1991) a presupus ca ar putea fi vorba de aceeasi afectiune. Totodata, in aceeasi categorie
cu NSME 1A a fost constatata mutatia punctiformd in gena PMP22, similara cu cea depistata la
cobaii Trembler [116]. Acest fapt a confirmat ipoteza ca anume gena PMP22 este responsabila
de NSME 1A. in aceasta ordine de idei, mentionam cd doud mecanisme diferite — modificarea
dozei genei si mutatia punctiforma — pot duce la acelasi fenotip [190].

Incidenta duplicatiilor in gena PMP22 (17p11.2-p12) la bolnavii cu NSME IA din R.
Moldova constituie 69%. Potrivit diferitor autori, acest indicator variaza de la 34,3% (Spania,
Barcelona) pana la 85% (Israel) [172]. Datele Consortiului european de investigare a bolii
Charcot-Marie-Tooth arata ca duplicatia de novo se constata la 76,5% din pacienti cu NSME 1A,
parintii carora nu au avut semne clinice si EMG de neuropatie, iar deletia de novo este cauza a
86% din cazurile sporadice de HNPP.

Incidenta inalta a aparitiei de novo a duplicatiei HNPP sau a deletiei in caz de NSME 1A,
precum si aceeasi dimensiune a portiunii duplicate sau deletate in majoritatea absolutd a
cazurilor, au sugerat ideea despre existenta anumitor capacitati specifice ale genomului.
Cartografierea fizicd a domeniului respectiv al cromozomului 17 a dus la depistarea a doua
portiuni inalt omoloage cu dimensiunile de circa 30 mii b.p. [185]. Acestea reprezintd succesiuni
palindromice extragenice (NSME 1A — REPs, receptive extragenic palindroms). Doua REPs au
flancat o regiune cu dimensiunile de 1,5 mil. b.p., duplicatd in caz de NSME 1A si deletata in caz
de HNPP [185].

Rolul REPs in restructurarile cromozomiale a fost demonstrat anterior la procariote.
Omologia dintre NSME 1A — REPs distald si proximala constituie 98%. Astfel, probabil, cauza

aparitiei NSME 1A-duplicatiei/HNPP-deletiei consta in incrucisarea cromozomiala (crossing-
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over) inegala, care are loc in meioza, in urma imperecherii eronate dintre cromozomii omologi ai
NSME 1A — REPs distale si proximale (Figura 3.8) [117].

Secventierea ulterioara a portiunii ce adera la ,,punctul-limita” al recombinarii in NMSE
1A-duplicatiei (HNPP-deletia) a permis depistarea in regiunea respectiva a elementului mariner
inactiv transpozon-asemanator [185]. Se presupune ca elementul dat poate servi in calitate de sit
al transpozazei active sintetizate din alte elemente transpozon-asemanatoare active existente in

genomul uman [186].

i ‘ —
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Fig. 3.8. Geneza NSME A-duplicatie si HNPP-duplicatie in urma incrucisarii cromozomiale
inegale B-D. Diagnosticul NSME A prin metoda analizei numarului de copii ale markerilor
polimorfi in regiunea duplicatiei [186]

Gena PMP22 (ale carei mutatii sunt asociate cu NSME) este localizata pe cromozomul 17,
codifica proteina mielina perifericd. PMP22 se exprimd in celulele Schwann ale sistemului
nervos periferic (SNP), acest produs constituind 2-5% din totalul mielinei periferice [191].

Analiza markerilor D17S921, D17S122 si D17S839 la pacientii inclusi in studiu a
evidentiat urmatoarea frecventa: 23,88% duplicatii pentru locusul D17S921, 32,83% pentru
locusul D17S122 si 24,62% pentru locusul D17S839 [172]. De asemenea, S-a constatat ca unul si
acelasi individ poate avea mutatii in doi loci [186], frecventa depistarii duplicatiei la pacientii din
Republica Moldova este de 69%.

In figura 3.9 este reprezentati electroforeograma uneia dintre familiile cercetate, M.

Indivizii (numerele 2, 3, 4) sunt purtatori a duplicatiei in locusul dat.

Fig. 3.9. Determinarea prezentei duplicatiei genei PMP22 la membrii familiei M.
cu NSME 1A [186]
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In concluzie, frecventa duplicatiei in gena PMP22 (17p11.2-p12) la pacientii din Republica
Moldova este de 69%, mai frecvent decat in Coreea (46,9%), Italia (57,6%), Australia (60,7%),
Japonia (23,3%), Marea Britanie (28,2%), Statele Unite (51,6%), Rusia (53,6) (Rune Oestern,
2013).

3.4. Diagnosticul prenatal al maladiilor neuromusculare (DMD/B si SMA) in Republica
Moldova. Studiul retrospectiv si prospectiv al metodelor utilizate in diagnosticul prenatal

Bolile genetice inainte erau considerate raritdti, cu care practicianul se confrunta
intamplator in cursul activitatii sale. Actualmente tehnologiile de studiu si cunostintele in
genetica au progresat. A devenit evident impactul patologiei genetice in practica medicinei
moderne. Bolile genetice sunt numeroase, se cunosc peste 10.000 de boli determinate genetic, ele
au o mare diversitate, se manifestd la orice varsta, la orice sistem de organe si, de aceea, se
regasesc in aproape toate specialitatile medicale.

Patologia ereditara si congenitald constituie o parte esentialda in morbiditatea si mortalitatea
populatiei, indeosebi a copiilor. Conform datelor OMS, circa 5% din nou-nascuti sufera de unele
sau alte dereglari ereditate, 40% din mortalitatea infantila si invaliditatea din copildrie sunt
conditionate de factorii ereditari.

In cazul maladii studiate (DMD/B, SMA), este foarte importanta prevenirea aparitiei lor,
deoarece niciun tratament curativ nu este disponibil momentan. Femeile ce prezinta risc au acces
la consultatie genetica si la teste in baza carora se poate determina dacd ele sunt purtatoare de
mutatie sau nu. Optiuni pentru femeile purtatoare sunt diagnosticul prenatal, diagnosticul genetic
in cazul preimplantirii sau folosirii unui ovul de donator. In continuare vom descrie in special
diagnosticul prenatal al acestor doud maladii, cu referire la etapele realizarii, eficienta si
necesitatea schimbarii atitudinii populatiei si a medicilor in scopul realizarii acestui pas.

Diagnosticul prenatal (DPN) este un act medical complex, inalt informativ, care permite
depistarea a numeroase anomalii congenitale si boli genetice in cursul vietii fetale [192]. Acest
serviciu este realizat corect numai printr-o stransa colaborare multidisciplinard, in care medicul-
genetician are un rol esential in evaluare, diagnostic si consiliere genetica [193].

Anual, in lume se nasc peste doud milioane de copii cu maladii ereditare. Mai mult de
jumatate din ei vor muri in primii ani de viatd sau vor deveni invalizi. Ceilalti vor necesita
ingrijire medicald si sociald permanenta.

Obiectivele principale ale diagnosticului prenatal sunt:
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v Prezentarea pentru viitorii parinti a unei informatii detaliate privind riscul de a se
naste un copil bolnav.

v In cazul unui risc crescut — informarea parintilor eventual despre necesitatea de a
intrerupe sarcina si despre urmadrile deciziei luate de ei, intreruperea sarcinii sau nasterea unui
copil bolnav.

v Efectuarea diagnosticului timpuriu al unei patologii intrauterine si elaborarea unei
tactici optime de gestionare a sarcinii.

v Determinarea prognozei sanatatii viitorilor copii.

in Republica Moldova, diagnosticul prenatal si cel postnatal al maladiilor ereditare
neuromusculare se bazeaza pe metode ca PCR, M-PCR, RFLP, electroforeza, care pot detecta
mutatiile punctiforme, deletiile sau mutatiile ce afecteaza matisarea, de exemplu pentru distrofia
musculara Duchenne sau pentru amiotrofia musculara spinala.

Noi dispunem de posibilitatea de a efectua diagnosticul prenatal (DP) conform celor doua
abordari de DP existente: diagnostic direct si diagnostic indirect.

Diagnosticul direct este bazat pe identificarea nemijlocita a mutatiilor in gena de interes.
Acesta are o precizie ridicata (pand la 100%), nu necesitd prezenta bolnavului pentru DP si
analiza informativitatii familiei. Este util pentru identificarea mutatiilor majore, frecventa carora
este ridicatd si prezintd valoare de diagnostic mare, dar nu si in cazul mutatiilor minore
(sporadice).

Diagnostic indirect are la baza analiza siturilor polimorfe intra- si intergenice. Conditia
esentiala pentru acest tip de diagnostic este prezenta copilului bolnav si/sau posibilitatea
investigarii ADN-ului sdu. Determinarea informativitatii presupune identificarea sitului polimorf
ce poate fi utilizat ca marker molecular pentru discriminarea alelelor mutante de cele normale. in
cazul patologiilor autozomal-recesive, parintii vor fi heterozigoti dupa acest polimorfism, iar
bolnavul — homozigot [194]. Heterozigotivitatea dupa polimorfismele moleculare determina
informativitatea familiei cu risc sporit de nastere a unui copil bolnav. In functie de amplasarea
alelica a markerilor pe cromozomii omologi la pacient si parintii sdi, familia poate fi deplin
informativa, partial informativa sau neinformativd. Metoda indirecta are avantajul diagnosticului
fara a identifica mutatia in gena respectiva, dar este imposibila in absenta copilului bolnav,
intrucat nu este determinata alela polimorfa cu care e linkatd gena mutanta. Fiecare diagnostic

prenatal se soldeaza cu doua optiuni finale (nastere sau intrerupere de sarcind).
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Metoda directa Metoda indirecta

v v

Copil bolnav Copil bolnav si parintii, rudele
Analiza mutatiilor prin PCR/mPCR/RFLP \l/ \l/
\4 Vv
Mutatii depistate Mutatii nedepistate Linkage analizi — pozitiv Linkage analizi — negativ
Familie deplin informativi Familie partial informativi Familie neinformativa
Diagnostic prenatal posibil Diagnosticprenatal imposibil

Fig. 3.10. Algoritmul diagnosticului prenatal al patologiilor monogenice neuromusculare

(schema proprie) [195]

In perioada 1996-2017 au fost realizate 74 de diagnostice prenatale molecular-genetice a
doua boli, si anume a anomaliilor monogenice, X-linkate si, respectiv, autozomal-recesive:
miodistrofia Duchenne (37 DP) si amiotrofia musculara spinala (37 DP).

In procesul diagnosticului prenatal noi utilizim algoritmul prezentat in Figura 3.10. in
scopul realizarii eficiente a analizei ADN si economisirii reactivilor utilizati, prima etapa de
diagnostic prenatal al DMD/B este determinarea sexului fetusului. In cazul patologiilor X-
linkate, analizele ulterioare sunt realizate pentru fetusii de sex masculin.

Totusi, In Republica Moldova ca si in alte tari in curs de dezvoltare, diagnosticul
molecular-genetic al DMD/B este efectuat atat pentru fetusii de sex masculin, cat si pentru cei de
sex feminin, aceasta realizandu-se pentru a se stabili existenta purtdtorilor heterozigoti in cazul

familiilor informative [196].

Diagnosticul prenatal pentru distrofia musculard Duchenne (perioada 2011-2017)

Analizand datele obtinute, din 14 DP efectuate in ultimii sase ani pentru DMD/B, am
constatat ca 7 fetusi erau de sex feminin si 7 de sex masculin. Am determinat de asemenea ca doi
din fetusii masculini sunt afectati de maladie. In aceste doud cazuri s-a realizat intreruperea

sarcinii, astfel avand loc prevenirea nasterii unor copii bolnavi (Tabelul 3.12).
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Analizele efectuate pe parcursul primilor sase ani au aratat ca fetusii sunt purtitori de
mutatie. Acest fapt a fost confirmat prin diagnosticul indirect al polimorfismelor, diagnosticul
direct, MPCR, teste ce nu au depistat deletii evidente. Prin urmare, maladia DMD/B poate fi
cauzatd si de duplicatii, mutatii punctiforme s.a. Din aceste considerente, aceasta nu poate fi

depistata prin metoda MPCR.

Tabelul 3.12. Rezultatele diagnosticului prenatal pe perioada 2011-2017 pentru DMD/B

Anul | Numir Rezultate Diagnostic
pacienti
MPCR | RFLP pERT87-8/pERT87-15 | Sexul Prenatal Resultat
fatului
2011 1 N A2 (alela mutanta) 46XY afectat intrerupere
sarcina
1 n/a ALA2/ALA2 (alela heterozigotd) 46XX purtator nastere
2012 1 N A2 (alela mutanta) 46 XY afectat intrerupere
sarcina
1 n/a A2/A2 (informativa) 46XX purtator nastere
1 n/a A2/A1A2 (informativa 17) 46XX purtator nastere
2013 1 N A1l (informativa) 46 XY neafectat nastere
2014 1 n/a A2/A2 46 XX purtator nastere
1 N A2 (informativa) 46 XY afectat intrerupere
sarcina
1 n/a A1A2/A1A2 (informativa) 46 XX | purtator nastere
2015 1 N A1/A1 (neinformativa) 46 XY neafectat nastere
2016 1 N 46 XY neafectat nastere
1 N 46 XY neafectat nastere
2017 1 n/a A2/A2 46XX purtator nastere
1 N Al (informativi) 46XY neafectat nastere

Nota: nla—nu a fost efectuat; XX — sex feminin; XY — sex masculin; N —absenta deletiilor; A1, A2

— alele ale polimorfismelor.

Analizand experienta altor tari in ceea ce tine de DP al DMD/B (Tabelul 3.13) si
posibilitatea utilizarii diferitor metode, noi propunem cresterea eficacitatii si exactitatii acestui

diagnostic prin utilizarea secventierii genei distrofinei [197].

Tabelul 3.13. Strategii de diagnostic in diferite populatii

Populatia Protocol de diagnostic Discutii
Indiana Analiza conformatiei unei singure Din 50 de pacienti clinic confirmati cu DMD/B fara
catene si analiza heteroduplex, deletii confirmate, la 3 pacienti s-au confirmat mutatii
urmata de secventierea ADN-ului punctiforme.
Franceza Testul de trunchiere a proteinelor Detecteazd mutatii ce cauzeazd boli la 90% din

(PTT) pacienti, cu o eficientda semnificativ mai

comparativ cu strategiile bazate pe ADN. Identifica

mare

115



Indiana

Americana

Chineza

Americana

Europeana

Italiana

Suedeza

Olandeza

Multicentrica
[americana si
olandeza]

Analiza  lipidelor  din  serul
pacientilor cu DMD, bazatd pe
rezolutia mare a NMR

Multiplex ligation-dependent probe
amplification (MLPA), urmata de
Single condition amplification/
internal primer sequencing (SCAIP)
Metoda MLPA combinata cu
mPCR si/sau analiza de linkage

Hibridizare genomicd comparativa
de 1nalta rezolutie plus tehnica
microarray

Fluorescenta  Multiplex QPCR,
urmatd de electroforeza capilara
confirmata senzitiv

Tehnica Log-PCR

Hibridizarea fluorescenta in situ
interfazica. (FISH) este o analiza ce
utilizeaza un singur nucleu din
blastomer ic pentru detectia
deletiilor.

Scanarea semiautomatd a gelului de
electroforeza cu  gradient de
denaturare (DGGE) impreuna cu
PCR, ce acopera 95 de ampliconi
Electroforeza gelului de denaturare
de inalta performanta si
secventierea directa

mutatii in cazuri de nedeletii sporadice.

Concentratia colesterolului liber si a esterilor
colesterolului este semnificativ. mai crescutd la
pacientii cu DMD in comparatie cu subiectii sanatosi.
Aceste date sunt importante pentru diagnosticul DMD,
mai ales cand diagnosticul genetic nu se reuseste.
Deletiile si duplicatiile ce nu sunt depistate prin MLPA
se supun analizei mai sensibile. Cu ajutorul SCAIP se
pot detecta mutatiile punctiforme.

Metoda MLPA detecteaza 10 mutatii ce nu se observa
prin MPCR. Protocolul ofera diagnosticul a 70-80%
din toate cazurile mentionate.

Este o metoda de diagnostic sensibila si rapida.

Este aplicabila pentru gene de marimi mari, in special
pentru mutatii necunoscute, eterogene.

Protocol neinvaziv, senzitiv, cost-eficienta, care
detecteaza mai mult de 85% din mutatiile genice.
Detecteaza embrionii purtatori, impreuna cu cei afectati
si cei neafectati.

Schimbari subtile in procesul de codificare si splicing
al purtdtorilor care nu au deletii largi sau duplicatii.
Astfel s-au depistat 15 mutatii unice.

S-a efectuat screeningul a 86 de ampliconi din gena
distrofinei. Permite depistarea majoritatii schimbarilor
in structura genei, cum ar fi: deletii, duplicatii, mutatii
punctiforme si alte restructurari.

Diagnosticul prenatal pentru atrofia musculara spinali (perioada 2011-2017)

Pentru DP al SMA nu este necesara determinarea sexului, deoarece ea este o maladie

autozomal-recesiva, in cazul ei se impune cautarea directd a deletiilor exonilor 7 si 8 ai genei

SMN. In peste 95% din cazuri, aceastd boald este determinati de anomalii ale genei SMN1

(Survival Motor Neuron 1), ce antreneaza un deficit major de proteinda SMN1.

Persoanele cu SMA sunt fie homozigote pentru deletia exonului 7 din SMN1 (A7 SMN1),

fie heterozigote pentru A7 SMNI si 0 mutatie intragenicd a SMNI1. Deletia copiei telomerice a

SMN (SMN1) este direct implicata in SMA, deoarece absenta exonului 7 sau a exonilor 7 si 8

este detectabild la mai mult de 95% din persoanele afectate, indiferent de forma clinica de

manifestare [198]. La pacientii cu mutatii, aproximativ 70-80% din produsul genei SMN este sub
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forma proteinei scurtat [199]. Toti pacientii cu atrofie musculara spinald pastreaza cel putin 0
copie a SMN2, insd aceasta este capabild sa genereze doar 10% din cantitatea de SMN full-
length necesard, comparativ cu SMNI1. Din 12 DP efectuate, doar trei feti au fost depistati ca

fiind afectati (Tabelul 3.14), restul fetilor fiind sanatosi.

Tabelul 3.14. Rezultatele diagnosticului prenatal al SMA (2011-2017)

Anul Ne PCR/RFLP Rezultate DP
2011 1 del exon 7; 8 afectat intrerupere sarcina
2012 1 del exon 7; 8 afectat intrerupere sarcina
1 sanatos nastere
2013 1 N sanatos nastere
2014 1 N sanatos nastere
1 N sanatos nastere
2015 1 sandtos nastere
1 del exon 7 afectat intrerupere sarcina
2016 1 N sanatos nastere
2017 3 N sanatos 2 nagtere

Datele din literatura de specialitate demonstreaza, ca implementarea metodelor molecular-
genetice de DP contemporan are o eficacitate de 98 % [200]. Conform datelor obtinute de noi,
eficacitatea DP al acestor doud maladii ereditare in Republica Moldova este de 73,4% [183].

Vom mentiona ca numarul de femei supuse DP diferd de la an (2 in 2011) la an (7 in
2014), insa odata cu trecerea timpului se observa un nivel de informare mai inalt si 0 atitudine
mai responsabild a femeilor insarcinate. Acest fapt se datoreaza atat activitdtii intense a
social a unei consultatii, cat si interesului familiilor de a avea un copil sandtos [183].
Diagnosticul prenatal pentru ambele afectiuni se face in mod standardizat, conform consultului
genetic, deoarece la momentul actual nu este posibil de a prezice daca o femeie insarcinata care
este heterozigotd dupa o mutatie va prezenta sau nu anumite semne ale afectiunii [201].

In alte tari, ca si in tara noastra, diagnosticul prenatal al acestor patologii este privit ca o
sansa de a avea o populatie sdnatoasa si de a scddea cota copiilor ce se nasc grav bolnavi, care
poate atinge aproximativ o jumatate din copiii analizati, in familiile cu risc crescut, in alte tari

existd si metode non-invazive de diagnosticare [202-204].
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O serie de alte metode si strategii au fost concepute pentru detectarea deletiilor mici sau a
insertiilor, depistarea mutatiilor ce provoaca DMD/B, SMA si pentru a ameliora sensibilitatea
testului de diagnostic [205, 206]. Metodele utilizate pentru analizele molecular-genetice in
diagnosticul prenatal difera de la o populatie la alta, de la o etnie la alta. Diferentele depind de
nivelul economic al tarii, de religie, cultura si politicd. Vom mentiona totodatad ca multe dintre
aceste tehnici au limite. De exemplu, hibridizarea probelor prin amplificarea multiplexa
(MAPH), desi este simpla si efectiva, necesitd o cantitate mare de ADN, iar in aspect tehnic este
o procedura laborioasa [207]. FISH, analiza CA repetata a markerilor si QPCR sunt valabile in
cazul confirmarii persoanelor purtitoare de mutatie, insd nu sunt eficiente pentru screeningul
direct al pacientilor [206].

Mentionam ca unele metode, cum ar fi SSCP (DOVAM-S) si SCALP, sunt indelungate,
laborioase si nu pot detecta cu precizie duplicatiile [194]. De asemenea, testul ce determina daca
o femeie este purtitoare de mutatie este dificil in cazul in care baiatul afectat nu este disponibil
(in cazul miodistrofiei Duchenne). La randul ei, tehnica PTT pentru diagnosticul de purtitor de
mutatie are limite practice [194, 208].

In continuare prezentim cazurile a trei familii in care s-au inregistrat bolnavi de DMD

(familia A, B) si SMA (familia C).

Familia A. Femeie in varsta de 25 de ani, gravida la termenul de opt saptamani, s-a adresat
la Centru pentru efectuarea diagnosticului prenatal, avand in anamneza o ruda (baiat)
diagnosticat anterior cu maladia Duchenne. Femeia este una dintre cele trei fiice ale unei familii
in care mama este purtitoare de mutatie si, conform investigatiilor efectuate, surorile sunt de
asemenea purtatoare de sit de mutatie. Baiatul ndscut cu mutatie este feciorul uneia dintre surori.
Conform algoritmului, baiatului afectat de maladie i s-a efectuat diagnosticul direct de depistare
a deletiilor in gena distrofinei prin metoda MPCR, care a permis determinarea spectrului de
deletii presupuse. Prin metoda diagnosticului indirect s-a stabilit ca familia este informativa dupa
locii 16intron/Taql si pERT87-8/Tagl [209]. La termenul de 17 saptaimani a fost realizata
amniocenteza, fiind extras ADN-ul fetal. Prin PCR s-a determinat sexul feminin al fatului (Figura
3.11- A).

In electroforeograma prezentata in figura 3.11-B, sibsul diagnosticat cu DMD contine situl
de restrictie In locusul 16intron/Taql. Fatul a mostenit de la mama alela cu situl de restrictie,
linkatd cu patologia, aceeasi configuratic a alelelor o detine si probandul. Insi, deoarece

patologia este X-linkata, fatul de sex feminin nu poate fi decat purtator de mutatie
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Fig.3.11- A: Electroforegrama analizei PCR a locilor AZF pentru determinarea sexului
celulelor fetale extrase prin amniocenteza: 1 — control feminin; 2 — control masculin 3, 4 —
celulele fetale din familia A — sex feminin; 5 — control negativ

Fig.3.11-B. Electroforegrama analizei linkage a familiei dupa locusul pERT87-8/Taqg! si
locusul al 16-lea intron; Track 2 — mama fatului, Track 3 — tata fatului, Track 4 — proband DMD,
Track 6 — ADN fetal.

Rezultatul diagnosticului prenatal: fatul este de sex feminin, cu statutul molecular-genetic
de purtdtor de mutatie ce provoaca maladia Duchenne in proportie de 99,9%.

Familia B. Familia se afla in evidenta Centrului de Sanatate a Reproducerii si Genetica
Medicala avand un copil diagnosticat cu DMD la varsta de sase ani. Urmatoarele doud sarcini de
asemenea nu au avut un rezultat benefic, deoarece o sarcind a fost pierdutd la 20 de saptamani,
iar urmatoarea a fost supusa diagnosticului prenatal, care a demonstrat ca fatul este de sex

masculin si este purtitor de mutatie (Figura 3.12).

Fig. 3.12. Familia B — deplin informativa (date proprii). A- Arborele genealogic al
familiei B si B- electroforeograma analizei de linkage a familiei dupa locusul pERT87-
8/Taql si al 16-lea intron M-marker; Track 1 —amplicon; 2- control heterozigot, 3 — mama

bolnavului DMD, 4 — bolnavul DMD; 5,6 — ADN fetal; 7 — control negativ.
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Sarcina urmadtoare de asemenea a fost una planificatd. A fost realizatd amniocenteza la
termenul de gestatie de 16 sdptamani si extras ADN-ul fetal, insa si de data aceasta analiza PCR
de determinare a sexului a ardtat cd fatul era baietel. Conform algoritmului, a doua etapa este
cautarea directd a deletiilor dacd fatul era de sex masculin. Diagnosticul direct prin analiza
MPCR nu a identificat deletii in exonii genei, la fel ca si la fatul precedent si de asemenea la
proband.

In etapa diagnosticului indirect, analiza markerilor polimorfici — pERT87-8/Taql si 16
intron/Tagl — a relevat ca familia este informativa si dupa electroforeograma prezentata in Figura
3.12B, deci fatul poseda situl de restrictie la polimorfismul 16intron/Tagl. Conform rezultatelor
diagnosticului prenatal, fatul este afectat de DMD cu o probabilitate de 98%.

In urma consultirilor cu medicul-genetician, parintii au primit informatia cu privire la
rezultatele diagnosticului prenatal si au decis intreruperea sarcinii.

Testarea geneticd a Amiotrofiei Spinale se realizeaza prin: PCR cantitativ cu stabilirea
numarului de copii ale genei SMN1 si ale pseudogenei SMN2, secventierea genei SMN1 cu
identificarea mutatiilor intragenice, analiza mutationala directionata (PCR-RFLP) cu
identificarea deletiilor in gena SMN1.

In cadrul Laboratorului Centrului se Sanitate a Reproducerii si Geneticd Medicald putem
realiza doar diagnosticul direct al maladiei SMA si identifica deletiile exonilor 7 si 8 ai genei
SMNL1 prin metoda PCR-RFLP.

Familia C. Familia se afla in evidentd la Centrul nostru cu o fetitd diagnosticatd cu SMA
de tip II, care a decedat la varsta de sase ani. Diagnosticul a fost confirmat prin analiza
PCR/RFLP cu identificarea deletiilor exonilor 7 si 8. Mostra de ADN a probantului este pastrata
in banca de ADN a Centrului. Familia cu sarcina in termen de 16 saptdmani s-a adresat pentru
efectuarea diagnosticului prenatal (Figura 3.13A). In urma amniocentezei s-a extras ADN-ul fetal
din amniocite si a fost realizat diagnosticul direct prin metoda PCR/RFLP. Rezultatele
diagnosticului direct nu au confirmat deletii ale exonilor 7 si 8 in gena SMN1 (Figura 3.13B:
prezenta fragmentelor de 151 bp si, respectiv, 119 bp), deci fatul este sdnatos in proportie de

98%.
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Fig. 3.13. A — arborele genealogic al familiei C; B — electroforeograma (date proprii).
Analiza PCR/RFLP pentru determinarea deletiilor in exonii 7 si 8 in gena SMN. M —
marker; Track 1 — amplicon; 1— control sanatos, 2 — ADN al copilului afectat,

3 — ADN fetal

3.5. Concluzii la capitolul 3

1. Utilizand baza de date pentru perioada 1991-2018, a fost stabilit ca cele mai
frecvente patologii neuromusculare intdlnite in esantionul de pacienti din Republica Moldova
(n=1587) sunt: neuropatia motosenzoriald (17,39%), miodistrofia Duchenne-Becker (15%),
amiotrofia spinala (12,98%), care constituie nucleul bolilor ereditare neuromusculare.

2. Frecventa relativa patologiilor neuromusculare in cadrul populatiei Republicii
Moldova constituie 23,5:100000 de locuitori. Frecventa miodistrofiei Duchenne/Becker este
9,13:100000 de locuitori, amiotrofie spinala 8,43:100000 de locuitori si neuropatii senzorial
motorii 7,2:100000 de locuitori. A fost determinata o asociere medie semnificativa (p=0,48) intre
numarul cazurilor de patologii DMD/B, SMA si NSME tip 1A cu marimea si compozitia nationala
a populatiei din raioane.

3. Particularitati molecular-genetice la bolnavii cu DMD/B din Moldova: procentajul
deletiilor egali sau mai mari de 1 exon in esantion cercetat constituie 84,98%, ce este diferit de la
datele, publicate anterior, predomina deletii mai mari de 1 exon (46,95%) si deletii out-of-frame
(61,7%), sunt prezenti 6 deletii rare (2,8%) si 4 deletii, care nu sunt descrise in baza de date
DMD - LOVD v3.0; si 16 deletii duble (7,5%), tot nedescrise in baza de date DMD.

4. Procentul de identificare a deletiilor exonilor 7 si 8 ai genei SMNL1 la pacientii cu
amiotrofie spinala din Republica Moldova constituie 85%, ceea ce corespunde cu datele

internationale; locusul D5S435 este inalt informativ in populatia republicii. La 28% de pacientii
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din Republica Moldova este gasitd deletia concomitenta a exonilor 7 si 8 in gena SMN1, ce este
diferit de la populatiile iraniene sau indiene.

5. Frecventa duplicatiei in gena PMP22 la pacientii cu NSME 1A din Republica
Moldova este de 69%, mai frecvent decat in Coreea (46,9%), Italia (57,6%), Australia (60,7%),
Japonia (23,3%), Marea Britanie (28,2%), Statele Unite (51,6%), Rusia (53,6%).

6. Algoritmul elaborat in scopul cercetarii complexe a familiilor cu risc de maladii
ereditare ale sistemului neuromuscular mareste considerabil eficacitatea identificarii maladiei.

7. Dezvoltarea sistemului centralizat de acordare a asistentei medicale si genetice
contribuie la imbunatatirea calitatii diagnosticului prenatal si la cresterea amplorii serviciului de

diagnosticare din R. Moldova.
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4. ANALIZA GRADULUI DE RASPANDIRE A VARIANTELOR POLIMORFE
ALE GENELOR-CANDIDATE SI ASOCIEREA LOR CU REALIZAREA PROCESULUI
MIOPATIC

Polimorfismul genetic reprezinta aparitia intr-0 populatie a doua sau mai multe alele pentru
un locus cu o frecventa mai mare decat cea pe care 0 poate mentine mutatia. Polimorfismele sunt
diferentele genetice care realizeaza variatiile din interiorul speciilor. In practica este dificil sa se
cunoasca ce frecventa poate fi mentinutd pentru o aleld prin mutatie. Diferenta dintre aberatia
intalnita in populatie si polimorfismul genetic este ca aberatia cu 0 frecventa sub 1% ramane a fi
0 mutatie (deletie, insertie s.a.), iar aberatia cu o frecventa peste 1% reprezinta un polimorfism
genetic. Polimorfismul este general, mai ales in regiunile necodificatoare ale ADN-ului.

Markerul genetic este un caracter cu transmitere ereditara cu alele usor de cunoscut. Un
marker genetic implica un polimorfism usor detectabil. Markerul poate sau nu poate sa fie parte
a unei gene structurale. In general, cei mai valorosi markeri genetici sunt cei mai polimorfi
[210]. Acestia sunt cei pentru care un individ prezinta doua forme diferite si pentru fiecare
forma— diferite variante cu frecvente apreciabile in populatie.

Polimorfismul genetic poate fi calitativ, atunci cand exista substitutii de nucleotidie, sau
cantitativ, cand numarul de repetitii ale nucleotidelor, de diferitda lungime, din ADN variaza.
Acestea si alte tipuri de polimorfism se intdlnesc atat in regiunea codificatoare, cat si In
secventele necodificatoare.

Polimorfismul genetic calitativ este reprezentat in special de substitutia unui singur
nucleotid, fiind numit in engleza single nucleotide polimorphism (SNP) [211]. Este cel mai
frecvent polimorfism genetic. Deja primul studiu comparativ al genomurilor reprezentantilor
diferitor rase si grupuri etnice nu numai cd a aratat o rudenie profunda a tuturor oamenilor
(aseméanarea genomurilor = 99.9%), dar si a permis obtinerea informatiei despre aparitia omului,
directiile sale de dispersie pe planeta, modurile de etnogeneza etc. Clarificarea multor aspecte ale
genogeografiei legate de aparitia omului, evolutia genomului in filogeneza si etnogeneza —
acestea sunt problemele fundamentale ce stau in fata domeniilor stiintei cu dezvoltare rapida
[212].

Polimorfismul genetic cantitativ este reprezentat prin variatia numarului repetitiilor in
tandem (STR — Short Tandem Repeats) ca 1-2 nucleotide (microsatelit ADN) sau 3-4 si mai
multe nucleotide pe care se repetd unitatea [75]. Repetarile ADN pot avea o lungime mare si
variabila dupa compozitia nucleotidelor, fiind numite VNTR (Variable Number Tandem

Repeats). De regula, polimorfismul genetic cantitativ se referd la regiunile necodificatoare ale
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genomului. Exceptie fac numai repetitiile trinucleotidelor. Dintre acestea este frecvent atestat
tripletul CAG (citozina-adenina-guanina), ce codifica acidul glutamic. Trinucleotidele se pot
intalni si in secventele codificatoare ale genelor. In particular, aceste polimorfisme genetice sunt
caracteristice pentru genele ,,bolilor extinse”.

In aceste cazuri, pentru atingerea unui numar de copii al repetitiilor de trinucleotide
(polinucleotide), polimorfismele genetice inceteaza sa mai fie neutre functional si se afirma ca
un tip deosebit de ,,mutatii dinamice” [213]. Ultimele sunt caracteristice pentru o grupa mare de
boli neurodegenerative (coreea Huntington, boala lui Kennedy, ataxia spinocerebeloasa s.a.).
Particularitdtile clinice ale acestor boli sunt: manifestare tarzie, efect de anticipare (consolidarea
severitatii bolii in ultimele generatii), lipsa metodelor eficiente de tratament.

In prezent, este bine cunoscut faptul ca polimorfismul este caracteristic practic pentru toate
genele umane. Mai mult decat atat, s-a demonstrat ca el are un specific etnic si populational.
Aceasta particularitate permite utilizarea larga a genelor-markeri polimorfe in cercetarile etnice
si populationale [214]. Polimorfismul, afectand regiunea codificatoare a genelor, poate duce la
modificarea aminoacizilor si aparitia proteinelor cu noi proprietati functionale. Influenta
semnificativd asupra expresiei active a genelor poate produce substitutii sau repetari de
nucleotide din regiunile reglatoare ale genelor (promotori). Polimorfismele ereditare de
schimbare a genelor joaca un rol decisiv in definirea amprentelor fiecarui om, in aprecierea

predispozitiei ereditare spre diferite boli multifactoriale [215].

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

Ciclul folat este un proces in cascadd controlat de enzime, iar in calitate de coenzime
servesc derivatii acidului folic. Etapa principald in acest proces este sinteza metioninei din
homocisteind. Aceasta se realizeazd prin conversia acidului folic: restaurarea 5,10-
metilentetrahidrofolatului la 5-metilentetrahidrofolat, purtand o grupare metil, care este necesara
pentru conversia homocisteinei la metionina. Asadar, restaurarea acidului folic are loc cu
participarea enzimei metilentetrahidrofolat reductaza (MTHFR). Gruparea metil este transferata
vitaminei B12, apoi este transmisa homocisteinei pentru a forma metionina cu ajutorul enzimei
metionin-sintazi (MTR). In unele cazuri, vitamina B12 se poate oxida, avind ca rezultat
suprimarea activitatii metionin-sintazei. Pentru a mentine activitatea enzimei, este necesara

restabilirea metilarii cu ajutorul enzimei metionin-sintaza reductaza (MTRR) [123], [216].
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Studiile recente demonstreaza importanta procesului de metilare in etiologia si patogeneza

Unul dintre obiectivele studiului de fata a fost utilizarea asociatiilor de tip caz—control
pentru detectarea polimorfismelor C677T (rs1801133) si A1298C (rs1801131) ale genei MTHFR
si cercetarea potentialului cu efect modificator al acestora asupra procesului miopatic.

In scopul analizei polimorfismului alelic dupa exonul 4 in populatia Republicii Moldova si
pentru analiza eficacitatii utilizarii acestui polimorfism, au fost efectuate analiza incidentelor
alelelor C si T, estimarea frecventei alelelor si genotipurilor in grupul control (la 165 persoane —
330 cromozomi) si la bolnavii cu DMD/B (la 165 persoane — 330 cromozomi).

Incidenta alelelor C si T ale locusului MTHFR677 la pacientii cu DMD/B din Republica
Moldova este de 212 si, respectiv, 118. Prin formula Hardy-Weindberg au fost identificate
urmatoarele trei clase genotipice: C677C=0,41; C677T=0,46; T677T=0,13, valoarea lui alela C
fiind = 0,63, iar valoarea lui alela T = 0,37.

Prin estimarea frecventei genotipului homozigot pentru alelele C (alela salbatica), T (alela
mutanta) si celui heterozigot, la 165 de persoane din grupul pacientilor cu DMD/B am obtinut
urmatoarele rezultate: 13,94% erau posesori ai genotipului homozigot dupa alela T, la 43,64% s-
a identificat genotipul heterozigot C677T si la 42,42% — genotipul C677C.

La compararea repartitiei frecventei genotipurilor observate si celor teoretic asteptate prin
testul ¥° nu s-a determinat o deviatie statistic semnificativa de la echilibrul Hardy-Weinberg —
¥*=0,41 (p=0,52) (Anexa 8).

La cele 165 de persoane sanatoase din grupul control investigate a fost evidentiata
urmatoarea frecventa a genotipurilor C677C = 0,47, C677T = 0,43, T677T = 0,1:, frecventa
alelica: C = 0,68; T = 0,32; iar frecventele observate a trei clase genotipice sunt: 49,7% — genotip
homozigot dominant C677C, 37,6% — genotip heterozigot C677T si 12,7% — genotip homozigot
T677T (Anexa 8) [234].

Pentru a identifica daca exista diferente statistic semnificative intre frecventele
genotipurilor CC, CT si TT ale genei MTHFR in pozitia 677, s-a recurs la compararea repartitiei
frecventei genotipurilor observate si celor teoretic asteptate prin testul %°, in urma caruia nu a
fost determinata o deviatie de la echilibrul Hardy-Weinberg intre grupuri; datele nu sunt statistic
sugestive (x> = 2,76; p=0,09).

Pentru evaluarea asocierii genotipului 677CT cu riscul agravarii procesului miopatic, a fost
calculat raportul sanselor — OR (odd ratio). Datele au fost analizate prin aplicarea modelului

multiplicativ. Alela C a genei MTHFR in pozitia 677 a fost identificata la 70 (42%) pacienti cu
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miodistrofie Duchenne/Becker, pe cand in grupul de control aceastd aleld era prezentd la 82
(50%) persoane. Genotipul C677T a fost identificat la 72 (39%) bolnavi cu DMD/B si la 62
(38%) persoane din grupul de control. Genotipul T677T s-a atestat la 23 pacienti (11%) cu
DMD/B si la 21 (13%) din grupul de control. Nu au fost identificate diferente statistic
semnificative intre grupri (p=0,47; x* = 0,53).

La indivizii homozigoti dupa aceasta mutatie a fost evidentiata o termosensibilitate a genei
MTHFR si o scadere a activitatii enzimei in vitro cu 70%, iar la heterozigoti — cu 35%. In plus, la
indivizii homozigoti dupa aceasta mutatie se produce o dereglare a repartizarii folatului in
eritrocite, care se exprima prin acumularea poliglutamatului formilic, tetraglutamatului si a
derivatilor metilati ai tetrahidrofolatului. Aceasta mutatie este insotita de cresterea nivelului de
homocisteina in sange [127].

Astfel, se deregleaza metabolismul acidului folic si sinteza metioninei, ca rezultat nu are
loc producerea creatinei, care este sursa de energie pentru muschi [216].

Polimorfismul A1298C duce la substituirea acidului glutamic cu alanind in domeniul
regulator al enzimei (p.Glu429.Ala). in mod similar, aceastd mutatie reduce activitatea enzimei,
dar nu atat de semnificativ ca alela 677T [123].

Pentru studierea polimorfismului genei MTHFR A1298C, au fost cercetati 165 de copii cu
semne de miodistrofie si grupa control. Frecventa alelica si genotipica identificata in grupul de
studiu si control (Anexa 8).

In grupul de control, au fost calculate frecventele probabile ale trei clase genotipice:
A1298A=0,43; A1298C = 0,45; C1298C = 0,12, precum si frecventa alelica: A = 0,65, C = 0,35,
ceea ce demonstreaza ca alela A este dominantd, in comparatie cu alela C [234]., alela C apare cu
0 frecventa considerabil mai mica (0,35), decat alela A, care apare cu o frecventa destul de inalta
(0,65), adica alela C apare de doua ori mai rar in populatia Republicii Moldova care nu prezintad
procese miopatice. Distributia frecventelor genotipice in grupul de control corespunde
echilibrului Hardy-Weinberg, p=0,91 [217]. Genotipul homozigot A1298A in grupul de control
apare cu o frecventa de 43,03%, spre deosebire de genotipul homozigot C1298C, a carei
frecventa este de 12,2%.

Pentru studierea polimorfismului genei MTHFR A1298C la pacientii cu DMD/B, au fost
cercetate 165 de persoane care prezentau procese miopatice.

In acest caz, dupid formula Hardy-Weinberg, frecventa alelici la grupul bolnavilor cu
DMD/B a fost urmatoarea: A = 0,60, C = 0,40, frecventa genotipica observata: A1298A=0,35,
A1298C = 0,48, C1298C= 0,17, iar in concluzie nu s-au identificat abateri de la echilibrul
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Hardy-Weinberg. Analizand frecventele genotipice ale polimorfismului MTHFR A1298C dintre
grupurile bolnavilor cu DMD si cu DMB, nu s-au identificat diferente statistic veridice intre
acesti parametri,

Estimarea asociativa prin raportul sanselor a identificat ca frecventa genotipului
heterozigot MTHFR A1298C 1in grupul de pacienti cu DMD/B a constituit 55,76%, indice care
diferd statistic semnificativ de frecventa acestui genotip in grupul de control — 44,85%
(OR=1,70, 95% ClI:1,06-2,72, x*=4,89, p=0,03). S-a constatat ci 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 (Anexa 8).

Conform datelor din literatura de specialitate, in populatia din Europa, frecventa
homozigotilor constituie 10-12%, iar frecventa heterozigotilor — aproximativ 40%. Existad
diferente considerabile interrasiale si interetnice la parametrul dat. Alela 677T este raspandita in
populatie cu o heterogenitate ridicatda. Frecventa acesteia la europeni variaza de la 0,19 (Marea
Britanie) pana la 0,55 (Spania) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4524). in populatia asiatica,
alela mutanta are o frecventa de la 0,02 (Indonezia) la 0,38 (China); pe continental african — de la
lipsa acestei alele in tribul dandy la 0,09 la nationalitatea Berben. in America, alela se intalneste
cu frecventa de la 0,11 (la afroamericanii din Carolina de Sud) pana la 0,45 (la indienii din
Brazilia). Frecventa alelei 677T constituie 0,29 la locuitorii din regiunea Moscovei, Rusia, 0,32 —
la locuitorii Siberiei [218]. Indiferent de regiune, prezenta alelei 677T este asociata cu cresterea
nivelului de homocisteind in plasma. La homozigoti, nivelul homocisteinei este mai ridicat decat
la heterozigoti.

Frecventa inaltd a alelei 677T sugereaza ideea ca purtdtorii acestei mutatii pot avea
anumite avantaje in selectia naturala. Exista o ipoteza ca, in timpul foamei, reducerea activitatii
enzimei MTHFR conduce la scaderea remetilarii homocisteinei, fapt ce salveaza radicalii
monocarboxilici ai metabolismului tetrahidrofolatului, vital pentru sinteza ADN-ului si ARN-
ului. Conform unei alte ipoteze, purtatorii de alele mutante prezinta un risc mai mic de cancer de
san, avand ca rezultat cresterea treptata a frecventei mutatiei in populatie [219].

Prin intermediul acestui studiu, s-a constatat ca frecventa genotipurilor polimorfismului
C677T (rs.1801133) al genei MTHFR 1in grupul control (populatia sanatoasa a Republicii
Moldova) este de: C677C — 82 (49,7%), C677T — 62 (37,6%), T677T — 21 (12,7%). (Anexa 8)

Frecventa genotipului C677T (37.6%) in populatia R. Moldova nu se deosebeste statistic

semnificativ de majoritatea populatiilor europene si asiatice studiate anterior (p>0,05) (Figura
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4.1). O frecventa asemanatoare a heterozigotilor se observa in populatia din Germania (47%),
Anglia (54%), Suedia (48%), Austria (48%) [220], Romania (41%) [221], Croatia (40%) [222].

China

India
Anglia | - :
Elvetia | - - acc
Austria - -
Germania - acT
Croatia | -
Romania | oTT
Moldova |

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Fig. 4.1. Frecventa genotipica a polimorfismului rs1801133 in Republica Moldova si in diferite

populatii

Dupa frecventa genotipului homozigot C677C (49,7%), populatia R. Moldova este similara
cu datele populatiilor din Suedia, Marea Britanie, dar se observa o diferenta (purtatorii tipului
salbatic C677C) fatda de populatia Chinei [223] si cea din Romania [221]. Frecventa genotipului
T677T (12,7%) 1n populatia Moldovei se deosebeste semnificativ de majoritatea datelor obtinute
anterior despre populatiile europene si asiatice, cu exceptia Indiei (p>0,05) [224].

S-a constatat ca frecventa genotipicd a polimorfismului A1298C (rs1801131) al genei
MTHFR 1in populatia Republicii Moldova este urmatoarea: A1298A — 71 (43,03%); A1298C —
74 (44,85%); C1298C — 20 (12,12%). Analiza comparativa a frecventelor enumerate in populatia

tarii noastre fatd de alte populatii sandtoase este prezentatd in Figura 4.2.

Japonia
India |

Turcia

Macedonia | DAA

Caucazia BAC

Germania | occ

Austria

Moldova |
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Fig. 4.2. Frecventa genotipica a polimorfismului rs1801131 in Republica Moldova si in diferite

populatii

Analiza comparativa a frecventei genotipice a polimorfismului A1298C al genei MTHFR a
evidentiat frecventa inalta a genotipului heterozigot A1298C in populatia R. Moldova,
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comparativ cu populatia din Japonia (30%). Au fost observate diferente semnificative la
compararea frecventelor genotipului homozigot A1298A din populatia Republicii Moldova
(43.02%) cu populatia Indiei (25.6%) si similaritati cu datele din populatia Turciei (39.62%),
regiunea caucaziana (44.03%), Macedonia (49.4%).

Astfel, populatia Republicii Moldova se caracterizeaza printr-un nivel sporit al
heterozigozitatii dupa polimorfismele C677T (H0=0,43) si 41298C (Ho=0,45), fapt ce denota un
grad ridicat de informativitate a acestor loci polimorfi si ofera posibilitatea de utilizare a acestor

date 1n practica de rutina.

4.2. Analiza variantelor polimorfe a genelor MTR A2756G si MTRRAG6G in grupul de
control si la bolnavii cu DMD/B

Gena MTR codifica o enzima care este implicatd in conversia homocisteinei in metionina.
S-a demonstrat cd polimorfismul A2756G (rs1805087) conduce la dereglarea remetilarii
homocisteinei, fapt ce duce la cresterea cantitatii de homocisteina in sange. Aceasta, la randul
sau, sporeste riscul de aparitie a bolilor cardiovasculare, ca urmare a dezvoltarii coagulopatiei.
MTR este o enzimd de transfer al gruparii metil si catalizeaza conversia aminoacidului
homocisteina in aminoacidul metionina [127].

A fost cercetat polimorfismul A2756G (rs1805087) al genei MTR in grupul de control —
165 de persoane ce nu prezentau simptome de miodistrofie. 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 control, alela G apare cu o frecventa considerabil mai mica (0,26) decat
alela A (0,74). La compararea repartitiei frecventei genotipurilor observate si celor teoretic
asteptate prin testul y° nu s-a determinat deviatii statistic semnificative de la echilibrul Hardy-
Weinberg (x* = 1,6778, p>0,05) [217].

Studiul polimorfismului A2756G al genei MTR a fost realizat si la 165 de pacienti cu
DMD/B. 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. in grupul
DMD/B, alela 2756G apare cu o frecventa de 3,6 ori mai mica (0,22) decat alela 2756A (0,78).
La compararea repartitiei frecventei genotipurilor observate cu cele teoretic asteptate, nu s-au
elucidat deviatii statistic semnificative de la echilibrul Hardy-Weinberg (x* = 0,88, p>0,05).
Compararea frecventelor alelice dintre grupurile de bolnavi DMD si DMB nu a identificat

diferente statistic semnificative.
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La compararea frecventei genotipice pentru polimorfismul MTR A2756G intre cele doua
grupuri, se observa o frecventd mai mare a genotipului A2756A in grupul DMD/B. Totodata,
frecventa heterozigotilor in grupul de control este de 38,54%, ceea ce indicd o informativitate
medie a acestui polimorfism la identificarea purtatorului heterozigot. Mutatia din gena MTR
conduce la dereglarea metabolismului homocisteinei, prin dereglarea biosintezei metioninei,
deoarece se cunoaste ca genotipul heterozigot A2756G al genei MTR scade cu 35% activitatea
enzimatica.

Asociere statistic semnificativd a genotipului A2756G a fost determinatd prin modelul
recesiv al mostenirii (Anexa 8). O analiza a asociatiilor unui anumit genotip cu miopatie a
evidentiat o scadere statistic semnificativa a frecventei genotipului A2756G la grupul de pacienti
comparativ cu grupul de control, posibil ca acest genotip poate avea un efect protector la
pacientii cu DMD (OR = 0,63, 95% Cl:1,4-1,99, y* = 5,02, p = 0,04).

Polimorfismul rs1801394, cunoscut ca mutatia A66G sau Ile22Met, reprezinta o substituire
mononucleotidica (SNP) in gena metionin-Sintaza-reductaza MTRR. Aceastd gend codifica una
din cele doud enzime ce participd la sinteza metioninei (cealaltd enzima — MTR). Proteina
codificatd de alela rs1801394 se aseamana putin cu MTR [225] si este in legdtura directd cu
nivelul de homocisteina [226].

Frecventa genotipica a polimorfismului genei MTRR A66Ga fost cercetatd in grupul de
control la 165 de indivizi, care nu prezentau simptome de miodistrofie. Astfel, in grupul de
control, frecventa alelei dominante a fost: 66A = 0,68, iar a alelei recesive 66 G= 0,32; frecventa
genotipica:A66A = 0,46, A66G = 0,43, G66G = 0,11 [217]. Compararea repartitiei frecventei
genotipice observate cu valorile teoretic asteptate prin testul x> a indicat o deviatie statistic
semnificativa de la echilibrul Hardy-Weinberg (XZ = 32,74, p<0,05).

In grupul de studiu, frecventele alelelor au fost: 66A = 0,62, 66G = 0,38; frecventele
genotipurilor observate: A66A = 0,39, A66G = 0,47, G66G = 0,14 [217]. Compararea repartitiei
frecventei genotipice observate cu valorile teoretic asteptate prin testul x* a evidentiat 0 deviatie
statistic semnificativa de la echilibrul Hardy-Weinberg (y* = 39,68, p<0,05).

Raportul de sanse pentru genotipul G66G a constituit OR = 7,20 (95% CI — 1,84-61,81, %
= 5,02, p=0,04) (Anexa 8). 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. Din datele obtinute
rezulta ca genotipul G66G al genei MTRR are 0 actiune negativa asupra procesului miopatic si,

prin urmare, este asociat cu un risc crescut de agravare a starii bolnavilor cu DMD/B.
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Astfel, a fost gasitd o asociere statistic semnificativd a dereglarii ciclului de metionina
(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 stabilita frecventa genotipurilor variantei polimorfe MTR A2756G la populatia Moldovei:
A2756A — 52,73%, A2756G — 42,42% si G2756G — 4,85% (Anexa 8).

Analiza comparativa a rezultatelor frecventei genotipice a polimorfismului A2756G al
genei MTR 1in populatia tarii noastre (Figura 4.3) a evidentiat o frecventa inalta a genotipului
homozigot mutant GG (4,85%), in comparatie cu datele din China (1,36%) [130], SUA (3,7%)
[227], regiunea caucaziana (2,6%), continentul african (2,7%) [216], dar similara cu indicele din
Germania (4%). Totodatd, frecventa genotipului homozigot A2756A (52,75%) depistata in
populatia Moldovei este mai micd, comparativ cu cea din China (85,45), SUA (71%), Africa
(66,4%), Germania (65%). Dupa frecventa genotipului heterozigot A2756G, populatia R.
Moldova (42,42%) inregistreaza un indice mai mare fata de populatia din regiunea caucaziana
(35%), Africa (30,9%), Germania (31%), SUA (26,5%), China (13,18%). Frecventa inalta a
genotipului heterozigot poate servi drept temei pentru studiul acestui polimorfism in cadrul

cercetarilor populationale.

China | . . . —
SUA |
Africa | : : : BAA
Caucazia | - | | BAG
Germania | : |
Moldova : x 0GG
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Fig. 4.3.Repartitia frecventei genotipice dupa polimorfismul MTRA2756G in R. Moldova
si in diferite populatii.

Populatia din Republica Moldova se caracterizeaza printr-un nivel mediu al heterozigotiei
observate (Ho = 0,38) dupa polimorfismul rs1805087, iar rata reald a heterozigotiei dupa
polimorfismul A2756G a fost semnificativ mai mare decat cea asteptatd (He = 0,34).

Cercetand polimorfismul A66G al genei MTRR 1n populatia sdnatoasa a R. Moldova, s-a
constatat cd frecventa genotipurilor este urmatoarea: A66A — 36,36%; A66G — 63,03%; G66G —

0,61%. Analiza comparativa a frecventei genotipice a polimorfismului A66G al genei MTRR in
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populatia R. Moldova a evidentiat o frecventa joasa a genotipului G66G (0,61%), in comparatie
cu datele referitoare la populatia din Caucaz (20,1%), SUA (29,9%), Africa (17%) [216],
Australia (10%), China (5,91%). [130]. Nu exista diferente mari privind frecventa genotipului
AB6A (36,36%) fatd de populatia din regiunea caucaziana (35,2%), Africa (32,4%), Australia
(38%), dar sunt diferente mari comparativ cu SUA (22,4%) si China (53,64%) (Figura 4.4) .

SUA

Austria

China | |ODAA

| |BAG

Africa

| |1OGG

C.

Moldova

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Fig. 4.4.Repartitia frecventei genotipice dupa polimorfismul MTRRAG66G in Republica Moldova

si in diferite populatii

La compararea frecventei genotipului MTRR A66G, populatia R. Moldova se deosebeste
de toate regiunile, avand cel mai ridicat indice de heterozigotie — 63,03%

In urma cercetarii s-a identificat o crestere statistic semnificativd a frecventei genotipului
MTRR A66G (63,03%) in populatia Republicii Moldova, ceea ce reprezinta un indice sporit de
heterogenitate a populatiei. Populatia tarii noastre se caracterizeaza printr-un nivel sporit de

heterozigozitate dupa polimorfismul rs1801394 (Ho=0,43).

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 al unei secvente,
formate din 27 pb in intronul 4 al genei, este asociat cu o scadere a nivelului de NO in plasma
sangvind si S-a dovedit a fi un factor ce provoaca o schimbare a nivelului de nitriti si de nitrati in
plasma. Studierea polimorfismului genei eNOS a demonstrat ca la persoanele homozigote dupa
alela 4a este ridicat nivelul nitritilor si al nitratilor in sange, el fiind direct asociat cu viteza de
producere a oxidului nitric de catre endoteliul vaselor [135]. Numeroase studii epidemiologice
indica faptul ca polimorfismul ar putea afecta functional nivelul de NO-sintaza [228].

Una dintre sarcinile prezentei lucrdri a fost identificarea polimorfismului genei eNOS,
pentru aceasta au fost cercetate 128 de persoane care nu prezentau semne de miodistrofie, prin

amplificarea intronului 4 utilizand metoda PCR, cu primerii corespunzatori.
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In urma studiului genotipului acestor persoane, s-a evidentiat urmitoarea frecventi a
haplotipurilor respective: 4b/4b = 88, 4b/4a = 32, 4a/4a = 8 (Anexa 8).

Conform legii Hardy-Weinberg, 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. Prin
urmare, a existat o deviatie statistic semnificativa de la echilibrul Hardy-Weindberg (3* = 4,21,
p=0,04).

Factorii genetici pot conditiona disfunctia endoteliala, care este prezenta in mai multe
patologii, inclusiv in miopatii [132, 229], in boli cardiovasculare s.a. Un polimorfism in intronul
4 al genei eNOS a fost raportat in mai multe populatii sanatoase [230], dar are si asocieri cu
diferite maladii [231].

Republica Moldova are o populatie eterogena, de aceea a fost comparata frecventa alelica
si genotipica dupa intronul 4 al genei eNOS in diferite populatii, obtinand diferente fata de datele
din populatiile poloneza, japoneza, braziliand, irakiana si indusd (Tabelul 4.1). Diferente
semnificative statistic in ceea ce priveste frecventa alelei 4a in Moldova, Polonia, India si
Brazilia nu s-au depistat, insa, s-au constat diferente statistice esentiale la populatiile japoneze si
irakiene. De asemenea, s-a constatat o sporire evidenta a frecventei genotipului heterozigot
eNOS 4a/4b in populatia Moldovei, Poloniei, Braziliei si Indiei [130, 141] (Figura 4.5).

Tabelul 4.1. Distributia genotipurilor si frecventa alelei mutante 4a

in pululatiile sdnatoase

Tara 4alda, 4al4b, 4b/4b, Alela Referinte

’ n(%) n(%) n(%) 4a ’
Brazilia (n=94) 5 (5,3) 29 (30,9) 60 (63,8) 0,207 Bellini s.a.
Polonia (n=321) 4 (1,0) 81 (25,0) 236 (74,0) 0,140 Buaczynska s.a.
Japonia (n=248) 0 (0,00) 47 (19,0) 201 (81,0) 0,095 Nagase s.a.
Iran (n=158) 1 (0,6) 29 (18,4) 128 (81) 0,098 Salami s.a.
India (n=283) 13 (4,6) 89 (31,4) 181 (64) 0,31 Munshi s.a.
Moldova (n=128) 8 (6,25) 32 (25,0) 88 (68,75) 0,19 Studiu propriu

India

Iran

@a/b
Ob/b

Brazilia

Polonia

1 1 1
[ | |
[ [ [
Japonia : I I Dala
[ [ [
[ [ [

Moldova

0'% 26% 46% 60"’/0 80"’/0 106%
Fig. 4.5. Frecventele genotipice ale polimorfismului 4a/4b al genei eNOS in Republica Moldova

si in diferite populatii
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In acest studiu a fost cercetat ADN-ul la 148 de persoane cu DMD/B pentru polimorfismul 4a/4b
al genei eNOS. Testele au evidentiat urmatoarea frecventa a haplotipurilor respective: 4b/4b = 87
persoane, 4b/4a = 43, 4a/4a = 18 (Anexa 8).

Calculand frecventa alelei a din intronul 4 al genei eNOS dupa formula Hardy-Weinberg, a
fost stabilita ca alela datd apare cu o frecventa considerabil mai mica (0,27) decat alela b (0,73),
frecventa genotipica inregistrata fiind: 4a/4b = 0,39, 4b/4b = 0,54, 4a/4a = 0,07. Se observa o
deviatie statistic semnificativa de la echilibrul Hardy-Weinberg (5° = 9,8) [234].

Acest fapt sugereaza ideea ca gena eNOS poate fi un factor genetic modificator in procesul
de miopatogeneza si indica o informativitate inaltd a acestui polimorfism, ceea ce permite
includerea acestei gene in complexul de gene si factori modificatori pentru pronosticarea
miopatiilor prin metoda PCR.

Analizand datele obtinute, a fost constatatd o diferenta intre frecventa alelica si cea
genotipica in grupurile investigate. Indicele frecventei alelei mutante eNOS4a si al incidentei
genotipului 4a/4a erau mai mari la pacientii cu miodistrofie. Analiza asocierii polimorfismelor
genei eNOS a identificat o crestere statistic semnificativa a frecventei genotipului 4a/4a (OR =
2,28; 0,94-5,51 95%Cl; y*= 3,45, p=0,06) la bolnavii cu DMD/B, comparativ cu grupul de
control (Anexa 8). De asemenea, dupa modelele multiplicativ si aditiv, au fost depistate abateri
statistic semnificative ale indicilor riscului de progresare a procesului miopatic (OR = 2,08; 0,87-
4,95 95%Cl; y 2 = 3,96, p=0,05) la pacienti cu DMD/B, comparativ cu cei din grupul de control
[217].

Aceste rezultate demonstreaza ipoteza cd alela eNOS4a conduce la cresterea nivelului de
NO bazal in celula, care este in cantitati mari, are efect nociv asupra celulei, iar celulele
musculare au deja un metabolism modificat inlantuit cu genele declansatoare de miopatii.
Asadar, alela eNOS4b are un efect ddunator in cazul miopatiilor.

Din datele analizate rezulta faptul ca incidenta alelei eNOS4a si a genotipului heterozigot
eNOS4b/4a este mai inalta in grupul de cercetare. Totodata, a fost stabilit ca gena eNOS este un
factor genetic care participa in miopatogeneza. Conform datelor obtinute, alela eNOS4b este
caracterizatd prin cinci repetitii cu lungimea de 27pb, iar alela eNOS4a este asociata cu patru
repetitii VNTR, ce reprezinta patru segmente de micro-ARN ce participa la reglarea nivelului de
functionalitate a genei responsabile de sinteza enzimei NO-sintazei.

Asadar, prezenta alelei eNOS4a determina un nivel cu 25% mai ridicat de nitriti si nitrati
in sange, ceea ce este legat direct de nivelul de NO bazal in celuld. Ca rezultat, la persoanele

purtatoare de alela eNOS4a, nivelul de Ca®* in celuld se restabileste mai greu, deoarece in mod
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normal NO, prin activarea guanilat ciclazei, duce la cresterea patrunderii ionilor de K si scaderea
nivelului de calciu. In cazul homozigotilor dupi alela mutanta a genei eNOS, la care nivelul de
NO este de circa doud ori mai ridicat decat cel normal, si al heterozigotilor, care ocupa o pozitie
intermediara, restabilirea nivelului ionilor de calciu in celuld este mai dificila, ceea ce, la rAndul
sdu, provoaca relaxare sau slabiciune musculara.

Corelatia genotip — fenotip la persoanele cu DMD/B evidentiaza faptul ca pacientii cu
DMD/B homozigoti dupa alela 4b a genei eNOS prezinta particularitati fenotipice mai favorabile
in raport cu patologia respectiva, adica procesul miopatic la acestia este mai redus; la pacientii cu
DMDI/B heterozigoti (eNOS 4a/4b), procesele miopatice sunt mai grave, comparativ cu cei
homozigoti (eNOS 4b/4b), dar vizibil mai reduse decat la cei cu DMD/B homozigoti recesivi
dupa alela 4a/4a a genei eNOS. Legiatura acestui polimorfism cu etiopatogeneza miopatiilor este
evidenta.

Avand in vedere rezultatele cercetarilor, se recomanda administrarea preparatelor de Ca si
arginind pacientilor cu genotipul homozigot dupa alela 4a si celor cu genotipul heterozigot.

S-a demonstrat faptul ca miopatiile sunt de tip ereditar si polimorfismul genei eNOS ar
putea fi considerat un factor implicat in aparitia proceselor miopatice si care sporeste patogeneza
miopatiilor prin efectele produsului sau in organism, asa ca sinteza macroergilor, care sunt
principalele surse de energie celulara, prin impiedicarea eliminarii noradrenalinei din terminatiile
neuronilor, scaderea nivelului de calciu in celule si marirea concentratiei de cGMP, ce duce la

relaxarea celulara.
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4.4. Concluzii la capitolul 4

1. Conform rezultatelor obtinute, am stabilit ca frecventa alelica a genelor MTHFR
(rs 1801133, rs1801131) si MTR (rs1805087) in grupul control si de studiu corespunde
frecventelor teoretice, conform legii Hardy-Weinberg (p>0.05).

2. Analiza frecventelor alelice ale polimorfismelor MTHFR (rs1801133, rs1801131),
MTRR (rs1801394), eNOS4a/4b la grupul control din Republica Moldova si la cea din alte state
nu a relevat diferente semnificative statistic, spre deosebire de polimorfismul MTR (rs1805087).
La compararea frecventei genotipului MTRRAG6G, populatia R. Moldova se deosebeste de toate
regiunile investigate, inregistrand cel mai ridicat indice (63,03%).

3. Analiza raportului de sanse a demonstrat o asociere statistic semnificativd a
genotipului MTRRG66G cu un risc crescut de 7,2 ori; genotipului MTHFR A1298C cu un risc
crescut de 1,7 de inrautatire a manifestarilor clinice ale pacientilor cu DMD/B si de 2,3 ori
pentru gena eNOS la purtatorii 4a/4a. Genotip MTR A2756G are un efect protector.

4. A fost optimizata metoda de screening molecular-genetic al polimorfismelor
MTHFR C677T, A1298G, MTR A2756G siMTRR A66G prin tehnica PCR-RFLP (panel de
diagnostic), fiind elaborat un act de implementare.

5. Nivelul de informativitate al tuturor polimorfismelor este sporit, iar datele pot fi

utilizate si in alte cercetari in populatia din Republica Moldova.
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5. MODELAREA INTERACTIUNII GENOTIP — FENOTIP SI PROGNOSTICUL
SEVERITATII PROCESULUI PATOLOGIC LA PACIENTII CU DMD/B

5.1. Evaluarea impactului polimorfismelor genelor ciclurilor folat, metioninic si genei

functiei endoteliale asupra evolutiei proceselor miopatice

In prezent se acordi o atentie sporitd cercetirii proceselor genetice si biochimice care se
produc in tesutul muscular in cazul DMD [232]. Se studiaza rolul diferitor gene care ar putea
determina severitatea DMD [233]. Astazi, cercetarile se axeaza pe cautarea explicatiei faptului
existentei a doua tipuri de evolutie a maladiei DMD si a factorilor ce determina debutul
procesului miodistrofic. Aceste probleme se discutd la conferinte de nivel mondial (MDA,
ESHG, EFNS etc.), atentia prioritard acordandu-se mecanismelor moleculare in miodistrofii,
studierii expresiei genelor [73] si elaborarii algoritmului terapiei [234 - 236].

In anii 1970-1980 a fost descoperiti gena DMD, ce codifica proteina distrofina. S-a stabilit
ca gena este localizatd in mijlocul bratului scurt al cromozomului X, pe segmentul Xp 21; a fost
depistata partea codificatoare a genei si determinata secventa de nucleotide (G. Leisti, 1975;
Koenig, 1987; A. Monaco, 1986). S-a constatat ca 65% din pacienti cu DMD prezentau o deletie
a genei, iar 6% — duplicarea de diferita lungime si localizare (J. Chamberlian, J. Den Dunner, X.
Hu).

in anul 1988, A. Monaco a formulat ipoteza ,.cadrului de citire”, care explica diferenta
dintre cele doua tipuri de miodistrofii — Duchenne si Becker. S-a constatat ca, in cazul in care
deletiile sau duplicatiile nu incalca cadrul de citire, se sintetizeaza o proteina scurtatd sau ea este
absentd. In acest caz, tabloul clinic corespunde distrofiei musculare Becker. Daci totusi se
deregleaza cadrul de citire, se sintetizeaza o proteina instabila si nefunctionala, iar tabloul clinic
corespunde formei Duchenne a bolii [237].

Ulterior s-a stabilit ca la aproximativ 92% din pacienti se poate explica diferenta in
evolutia clinicd a miodistrofiei prin aceastd ipoteza, dar in caz de deletie a exonilor 3-7 si in
cazul devierii cadrului de citire se dezvolta tabloul clinic al miodistrofiei Becker [238,3].
Totodata, s-a demonstrat ca fara modificarea cadrului de citire, dar in prezenta deletiilor extinse
(pana la 30 de exoni), se dezvoltd forma Duchenne; absenta exonului 50 este adesea asociatd cu
retardul mintal, iar lipsa exonului 49 — cu cardiomiopatia [239, 240].

Astfel, cercetarile modificarii structurii genei categoric nu permit asocierea tabloului clinic
al distrofiei musculare cu incilcari specifice ale sale. In legitura cu acest fapt, a fost formulata
ipoteza prin care unii factori influenteazd asupra manifestarii si dezvoltarii procesului

miodistrofic.
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Cercetarea esantionului de pacienti cu DMD a aratat ca manifestarea clinica a deletiilor
mici a prezentat o variabilitate mare pentru aceiasi exoni. De exemplu, cele 16 persoane cu DMD
si deletia exonului 45 prezentau diferite grade de tulburari de miscare la momentul consultului
nostru (adresare primara) si diferita varsta de plasare in scaunul cu rotile — unii la 8-9 ani, altii la
12-13 ani. Au existat si cazuri in care la 16 ani bolnavii mergeau independent. De asemenea, am
atestat un pacient cu deletie extinsa a exonilor 45-49, fapt ce nu a condus la schimbarea cadrului
de citire, persoana in cauza pastrandu-si capacitatea de deplasare independenta pana la varsta de

49 de ani (Figura 5.1 A, B) [241].

B

Fig. 5.1. A — pacient DMB, 49 ani, merge independent [241]; B — pacient DMD, 9
ani, nu se poate deplasa independent (experienta personala)

S-au facut incercari de a clasifica pacientii in functie de etapele maladiei. Thompson si
Vignos au propus, in 1959, a se distinge 11 etape de dezvoltare a bolii. Svinard, Deaver si
Greenspan (1957), evaluand activitatea motorie zilnica a pacientilor cercetati, au evidentiat 8
etape de dezvoltare.

In scopul de a facilita monitorizarea procesului patologic in studiul bolii la diferiti pacienti,
profesorul L.P. Grinio, in 1998, a propus a se distinge 6 etape ale bolii [229]. Iata clasificarea
sa privind procesul patologic dupa etapele maladiei:

I etapa este evidentiatd pe baza datelor care descriu caracteristicile biochimice si
morfologice ale muschilor scheletici la copii, fara detectarea simptomelor clinice ale bolii.

Aceste date sugereaza ca procesul a Inceput deja, dar boala inca nu se manifesta clinic.
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Etapall se caracterizeaza prin simptome clinice minore, leziuni musculare reduse, care
sunt descoperite la un examen neurologic minutios, dar prin examinare musculara manuala.

Etapa IlI-11l reprezintd o etapa de tranzitie mai bogatd in simptome clinice de lezare a
muschilor scheletici, care sunt descrise ca criterii de diagnostic. La inceputul acestei etape,
pacientul cu muschii centurii pelviene lezati continua sa se miste bine si se poate ridica din pat,
insd la sfarsitul ei pierde abilititile de a se deplasa independent. In aceastd etapi se pot
manifesta simptomele clinice (Figura 5.2 A).

Etapa Il apare cand pacientul isi pierde capacitatea de a se deplasa. La inceputul acestei
etape, el std mai mult in scaunul cu rotile.

Etapa IVA — pacientul prezintd imobilitate severa, el nu are putere de a sta in carucior
(pacient imobilizat la pat).

Etapa IVB — pacientul nu poate sa se intoarca in pat de sine statdtor. Aceasta este etapa

finala (Figura 5.2 B).

Fig. 5.2. A —pacient cu DMD, etapa II-111 a maladiei;
B — pacient cu DMD, etapa IV (experienta personald)

Impartirea in etapele enumerate mai sus este schematici. Intre etapele maladiei exista,
desigur, etape de tranzitie. De exemplu, copilul in etapa a Ill-a (in scaunul cu rotile), cu
simptome pronuntate, cu pierderea capacitatii de deplasare independentd, se deosebeste de
de tranzitie indica trecerea la etapa urmatoare si se reflectd in rezultatele cercetarii biochimice.

In prezent, datoriti lucrului comun al expertilor internationali, sustinuti de Centrele de

Monitorizare si Profilactica a Maladiilor din SUA, cu participarea Organizatiei de aparare a
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pacientilor ce suferd de miodistrofie Duchenne si Asociatiei de Studiere a Metodelor de
Tratament ale Maladiilor Neuromusculare (TREAT-NMD) [242], in anul 2010 au fost elaborate
si prezentate Principiile de diagnostic si acordare a ajutorului medical, cu descrierea etapelor
maladiei [153]. Potrivit acestui document, se delimiteaza:

1. Etapa asimptomatica;

2. Etapa timpurie, cu pastrarea capacitatii de deplasare independenta;

3. Etapa tarzie, cu pastrarea capacitatii de deplasare independenta;

4. Etapa timpurie de dereglare a capacitatii de miscare;

5. Etapa tarzie de dereglare a capacitatii de miscare.

in conformitate cu recomandarile actuale, aceasti patologie are o denumire comuni
incepand cu anul 2010 — distrofinopatie — si se caracterizeaza prin urmatorul fapt: in cazul in
care copilul nu a fost plasat In scaun cu rotile pana la 12 ani, boala este considerata benigna (de
exemplu, DMB).

Incercarea din acest studiu de a efectua modelarea permite aprecierea rolului si a
importantei factorilor genetici (in cazul dat — genele ciclurilor folat, metioninic si ale disfunctiei
endoteliale) in raport cu progresarea bolii si prognosticul procesului patologic, deoarece
fenotipul fiecarui pacient este o reflectare a genotipului sau, realizat ca parte a retelelor de gene
locale si de gene integrale.

Pentru aprecierea rolului anumitor semne clinice (cum este puterea musculara la primul
consult), genetice (deletii in gena distrofinei: cu si fara schimbarea cadrului de citire) si a
influentei polimorfismelor genelor ciclului folat si celui metioninic asupra vitezei de progresare a
procesului miopatic, a fost utilizatd metoda regresiei logistice multinominale [243, 244].

Am considerat timpul variabil de plasare In scaunul cu rotile Intre 9 si 12 ani ca o variabila
dependenta, iar ceilalti factori (puterea muschilor triceps si biceps la prima examinare [229],
tipul deletiei in gena distrofinei, genotipul genelor candidate) — ca variabile independente.

Prin Modelul A a fost verificata ipoteza Monaco — daca tipul deletiei (in-frame sau out-of-
frame) influenteaza asupra timpului de plasare in scaunul cu rotile in populatia pacientilor cu
DMD/B din R. Moldova. Prin prima variantd a fost analizat modelul A-1, in care variabila
dependentd a fost timpul de plasare in scaunul cu rotile pana la 9 ani. Au fost analizate cele 171
de cazuri, dintre care 65 (38%) bolnavi au ajuns la incapacitatea de a se deplasa, iar 106 (62,0%)
se pot deplasa de sine statator. Totodata, 35,1% bolnavi prezentau deletii fara devierea cadrului
de citire, 45,0% aveau deletii cu devierea cadrului de citire, iar la 34 (19,9%) nu au fost depistate

deletii.
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Conform acestui model, a fost obtinuta o diferenta statistic nesemnificativa (p=0,48) in ce
priveste cota pacientilor care au fost plasati in scaunul cu rotile pana la 9 ani: 35% in caz de
deletie in-frame, 42,9% in caz de out-of-frame si 32,4% in cazul neidentificarii deletiei.

Varianta modelului A-2 — variabila dependenta a fost plasarea in scaunul cu rotile pana la
12 ani. Din toate cele 171 de cazuri examinate, 67,3% pacienti cu DMD/B au fost plasati in
scaun pana la 12 ani, 32,7% mergeau. Din cei 171 bolnavi, 77 (45%) aveau deletii cu devierea
cadrului de citire. Modelul comun al regresiei nu a fost veridic (p=0,156), dar criteriile
parametrului de plasare in scaunul cu rotile la 12 ani sunt mai justificate decat la 9 ani.

Analizand contributia parametrilor tipului de deletie, a fost obtinutda o valoare statistic
nesemnificativa, dar cu tendinta spre reflectarea parametrului important — deletia out-of-frame
p=0,061, valoarea functiei exponentiale — 2,250 in aprecierea parametrica $=0,811, cu interval de
incredere 0,964-5,249 pentru acest parametru.

Cu ajutorul acestui model am determinat cad 65% din bolnavii cu DMD/B au ajuns in
scaunul cu rotile in caz de deletii in-frame, la fel ca si 74% din cei cu deletii out-of-frame si

55,9% bolnavi cu deletie neidentificata in gena distrofinei (Figura 5.3).

|
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Fig. 5.3. Procentul bolnavilor cu DMD/B care au capacitatea de a se deplasa pana la 9 si pana

la 12 ani, in functie de tipul deletiei in gena distrofinei.

Astfel, datele obtinute nu indici o confirmare evidentd a metodei modelarii teoriei
,cadrului de citire” in esantionul nostru de pacienti. Intr-adevar, procentul de pacienti plasati in
scaunul cu rotile si care poarta deletie in gena distrofinei, ce conduce la schimbarea cadrului de
citire, este mai mare decat procentul celor cu deletii ce nu afecteaza cadrul de citire, dar aceasta
diferenta nu este statistic semnificativa.

Modelul B. Cu ajutorul acestui model, a fost analizat rolul aprecierii forzei muschilor la
prima examinare.
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Modelul B-1 era constituit dintr-o variabila dependenta — plasarea in scaunul cu rotile la 9
ani — si doua variabile independente: tipul delefiei si puterea muschilor. Acest model s-a dovedit
a fi statistic semnificativ: ¥ = 46,62, df = 5, p=0,00. Indicele contributiei parametrului puterea
muschilor a avut de asemenea valoarea semnificativa statistic — p=0,023. Evaluarea puterii
musculare este un parametru foarte important la prima examinare, pentru a prezice evolutia bolii.
Totusi, acest parametru este partial subiectiv, acesta depinzand de sensibilitatea individualad a
medicului.

Astfel, daca puterea musculara este apreciata ca fiind = 0, acest simptom denota o slabire
pronuntatda a muschilor. Evolutia DMD depinde si de tipul deletiei: in cazul lipsei devierii
cadrului de citire, 60% pacienti din grupul studiat prezentau stadiul IV al maladiei (bolnav in
carucior). Pacientii la care s-au atestat devieri in cadrul de citire aveau o stare mai grava, 88,2%
din acestia se deplasau in carucior.

Modelul B-2: cu ajutorul lui a fost apreciata dependenta plasarii in scaunul cu rotile pana
la varsta de 9 ani de puterea musculara si de genotipurile locilor polimorfi ai genelor ciclului
folat si celui metioninic. Modelul este statistic semnificativ (XZ = 54,15, df = 10, p=0,001).

Analizand aportul tuturor parametrilor inclusi in acest model, au fost obtinuti doi parametri
statistic semnificativi pentru necesitatea plasarii In scaun pana la 9 ani: puterea musculara — 0,
p=0,000, valoarea functiei exponentiale — 601961611,607, la evaluarea parametrica 20.216 si
pentru parametrul MTHFR 677 — 1 (stare heterozigota) — p=0,004, valoarea functiei exponentiale
— 3,712 la evaluarea parametrica 1,311.

Modelul C ne-a permis sa analizam relatia dintre genele ciclului folat si celui metioninic si
timpul plasarii in scaunul cu rotile. Au fost propuse douda modele cu variabile dependente: 9 si 12
ani.

Modelul C-1- plasarea in scaunul cu rotile pana la 9 ani: modelul s-a dovedit a fi statistic
nesemnificativ (p=0,12), in conformitate cu informatiile furnizate cu privire la abordarea
modelului. Totusi, testele raportului de risc pentru modelul trunchiat care exclude factorul
principal, ce exprima nivelul de importanta p=0,01, indica faptul ca factorul MTHFRG677 are
efect statistic semnificativ asupra variabilei dependente — de plasare intr-un scaun cu rotile in
perioada pana la 9 ani.

Aprecierea parametrilor regresiei, care pentru factori se numeste ,.evaluarea situatiei”
[245], ne permite sd interpretam influenta parametrilor separati si ne indica nivelul acestei

influente. Evaluarea pozitivda a factorului MTHFRC677T, in stare heterozigota (B=1,1) si

142



MTHFRC1298C, in stare homozigot TT (f=1,1) arata ca categoriile corespunzatoare actioneaza
in calitate de variabila dependenta de categorie inalta (Tabelul 5.1).

Tabelul 5.1. Parametrii evaludrii

Plasarea in 95% intervalul de
scaunul cu Estimarea | Eroarea- e confidenta pentru Exp(B)
rotile la varsta ® standard wald df - |Semnificatia| - Exp(B) — —
de 9 ani Limita Limita
inferioard | superioara
MTHFR C677T 1,10 0,38 8,33 1 0,004 3,005 1,423 6,345
MTHER C1298C 1,18 0,57 424 1 0,039 3,254 1,058 10,004
MTHFR C677T 33.67 210 5702 1 0.000 418597797 |68269722803(25668220116
MTHFR A1298C ' ' ' '
MTR A2756G 076085,4 84,59 57792,0
12055616
MTHFR C677T 3473 250 19262 1 0.000 E557874 89420061424/16253187525
MTR A2756G ' ' ' ) ,
MTRR A66G &0 65,998 7097440,0

Valoarea matematicd a estimdrilor parametrilor de regresie constituie un indice
semnificativ pentru heterozigotii compusi MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTR A2756G si
MTHFR C677T si MTRA2756G, MTRRAG6G (Tabelul 5.1). Deci, aceste combinatii de date la
astfel de estimari ridicate (f = 33,67 si B = 34,73) au o mare influenta asupra dezvoltarii etapei
IV a DMD péana la 9 ani [246].

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 dizabilitatii, asiguratd de model, a demonstrat ca modelul este statistic semnificativ in
general variabila dependenta: plasarea in scaunul de invaliditate la 12 ani (p=0,017) [263].

Testele raportului de risc contin modificari ale functiei de probabilitate pentru cazul in care
este exclus principalul factor ce actioneaza; aceste modificari sunt exprimate prin valorile
corespunzatoare ale testului y [247, 248]. Nivelul de semnificatie p=0,003 aratd ca factorul
polimorfismul in gena MTHFR 677 are o influenta puternica asupra plasarii in scaunul cu rotile
in perioada de pand la 12 ani. Totusi, analiza estimarilor parametrilor a ardtat cd la purtatorii
homozigoti dupa alela mutanta MTHFR677TT are o influentd semnificativa asupra variabilei
dependente, dar indicele negativ (B = -1.344) atesta faptul ca acesti factori actioneaza ca cea mai
micd categorie de variabile dependente, la 12 ani influenta sa in dezvoltarea etapei a IV-a este

minima!
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Modelul D include in sine variabila dependenta — plasarea in scaunul cu rotile pana la 9
ani — si sase factori — tipul deleriei, cu abatere si fara, genele ciclurilor folat si metioninic si
diagnosticul (DMD sau DMB). Informatiile privind apropierea, furnizate de model, arata ca
acesta este semnificativ statistic (x* = 25,5, df = 6, p=0,000). Testele raportului de risc contin
modificari ale functiei de probabilitate pentru cazul in care este exclus principalul factor ce
actioneaza; aceste modificari sunt exprimate prin valorile corespunzatoare ale testului x°. Nivelul
de semnificatie p<0,001 arata ca factorul diagnosticul are efect important, iar factorii
MTHFR677si MTHFR1298 au efect semnificativ asupra variabilei dependente (de plasare in
scaun la 9 ani), p=0,006 si, respectiv, 0,016.

Astfel, prezentul studiu a relevat o gama limitatd de factori care influenteazd plasarea
bolnavilor in scaunul cu rotile pana la 9 ani: prezenta mutatiilor in locii polimorfi MTHFRG677,
MTHFR1298 si diagnosticul. Printre acesti factori, diagnosticul are o influenta mai mare, avand
o valoare foarte semnificativa statistic, si evaluarea situatiei indica faptul ca aceasta categorie
actioneaza ca cea mai 1naltd categorie a variabilei dependente. Criteriile pentru diagnosticul
clinic al DMD sau DMB sunt separarea acestei maladii conform evolutiei bolii: evolutie benigna
DMB, si anume instalarea tarzie a etapei a IV-a a bolii, si evolutie maligna — DMD, stadiul
incipient al dezvoltarii maladiei. Factorii polimorfismul C677T, A1298C in gena MTHFR au de
asemenea un efect semnificativ asupra variabilei dependente, dar bilantul negativ demonstreaza
acesti factori actioneaza in categoria valorilor scazute ale variabilelor dependente, comparativ cu
diagnosticul.

Deoarece in modelele anterioare forta musculara s-a dovedit a fi un factor foarte puternic,
cu influenta asupra parametrului de plasare in scaunul cu rotile pana la 9/12 ani, este deosebit de
important sa fie determinate caracteristicile factorilor genetici care afecteaza puterea musculara.
Asadar, scopul studiului nostru a fost de a analiza caracteristicile si a evalua factorii ce le
determina. In modelul E, puterea musculard e parametru dependent. Acest model s-a dovedit a
fi statistic semnificativ (X2 = 28,0, df = 16, p=0,032). Modelul trunchiat a evidentiat un factor
statistic semnificativ — gena MTRR (x2 = 12,30, df = 4, p=0,023) [246]. Aprecierea parametrilor
regresiei logistice a identificat patru factori statistic semnificativi ce actioneaza in calitate de
categorii superioare ale variabilelor dependente: prezenta starii homozigote dupa alela mutanta a
genei MTRR 3=20,98, p=0,0000, la forta musculara — O puncte, si anume la inceputul procesului
miopatic, gena MTRR (B=1,4, p=0,031), MTR (B=1,5, p=0,021) si MTHFR 677 (8=1,5, p=0,021)
in stare heterozigota. Acestia au o influenta mai mare asupra parametrului ,,puterea musculara”,

la valoarea 1, la 0 manifestare maligna a bolii.
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Astfel, prin construirea si testarea acestui model, am identificat tendinte specifice unui
anumit proces, iar aceasta ne va permite sa intelegem modul de influenta asupra acestui proces.
De exemplu, am demonstrat ca mutatiile in genele ciclului metioninic au o mare influenta asupra
starii muschilor si fortei musculare.

Modelul F include in sine variabila dependenta — plasarea in scaunul cu rotile pana la
varsta de 9 ani — si alti cinci factori: genele MTHFR, MTRR, MTR, eNOS. Informatiile privind
apropierea plasarii, furnizate de model, prezintd semnificatie statistica (XZ = 101899, df = 67,
p=0,004).

Modelul G include in sine variabila dependenta — plasarea in scaunul cu rotile pana la
varsta de 9 ani — si sase factori: tipul deletiei, cu sau fara abatere de la cadrul de citire, i
polimorfismele studiate (MTHFR, MTRR, MTR, eNOS).Informatiile privind apropierea timpului
plasarii in scaunul cu rotile, furnizate de model, prezintd semnificatie statistica (XZ = 126,369, df
=95, p=0,017).

Astfel, dupa toate modelele statistic semnificative, putem determina probabilitatea de
plasare in scaunul cu rotile a pacientilor cu DMD si DMB la 9 sau la 12 ani (Anexa 12).

Asadar, dupd toate modelele statistic semnificative, putem determina probabilitatea 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 1n practica clinicd a neuropatologilor si geneticienilor in scopul formarii grupurilor de
risc pentru progresia miopatiei si initierea terapiei individuale.

Astfel, rezultatele analizei logistice regresionale au aratat ca variantele polimorfice 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 modificatoare pentru evolutia

clinica a maladiei.

5.2 Evaluarea interactiunii genelor ciclului folat si celui metioninic cu procesul
miopatic

in conformitate cu postulatul clasic (formal) al geneticii, formulat de Lobasev in anul
1969, ”un anume semn fenotipic este rezultatul expresiei tuturor genelor, chiar daca impactul
acestora este extrem de redus”. Respectiv, este corecta si teza inversa: ’fiecare gend actioneazd
asupra unui semn anume al organismului, chiar daca efectul ei fenotipic este extrem de redus”.

Prin recunoasterea adevarului acestei pozitii in planul conceptului filosofic, s-ar putea de
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remarcat neconstructivitatea ei in practica. Intr-adevir, pentru genetica medicala reprezinti un
interes deosebit informatia despre corelatia unei sau altei patologii cu mutatia unei gene (boli
monogenice), despre mutatiile diferitor gene (boli poligenice) sau determinarea asocierii bolilor
cu variantele alelice ale anumitor gene (boli multifactoriale) [249]. In acest context, genetica
medicald ocupd un loc binemeritat in medicina teoreticd si cea practica, contribuind in general la
rezolvarea problemelor de diagnostic si profilaxie a patologiilor ereditare si a viciilor congenitale
[250].

Actualmente, mai multi cercetatori studiaza interactiunea genotip — fenotip [251],
interactiunile intragenice nu doar in cazul maladiilor multifactoriale [252], dar si in cazul celor
monogenice [253]. Descifrarea genomului uman, succesele functionarii genomicii si domeniilor
sale afiliate (transcriptomica, proteomica, metabolica) au permis de a extinde imaginile noastre
despre intreaga functionare a genomului si a componentelor sale in diferite stadii ale ontogenezei
normale sau patologice [254].

A aparut o noua stiintd — genetica integratd, scopul careia este de a generaliza tot volumul
de cunostinte despre functionarea genomului si de a prognoza viitoarele cai de dezvoltare a
genomului in secolul XXI. Fireste, pentru insusirea acestui volum mare de informatie este
necesard o noud abordare sistematica, cu utilizarea obligatorie a noilor tehnologii si metode de
analiza. Tuturor acestor cerinte le corespund noile domenii ale genomicii, precum este
informatica postgenomica, axata pe baza de date a organizarii structural-functionale a genomului
uman. Succesele noii stiinte sunt asigurate de tehnologiile informationale moderne si de
metodele eficiente de analiza matematica [255].

O importantd deosebita in informatica postgenomica ii revine conceptului de ’retea
genica”. In conformitate cu acest concept, profesorul N.A. Kolcianova (Novosibirsk, Rusia) a
definit reteaua genica ca fiind grupul ce coordoneaza functionarea genelor, intretine formarea
semnelor fenotipice ale organismelor (moleculare, biochimice si fiziologice).

Au fost elaborate si dezvoltate rapid metodele reconstructive ale retelelor genice ale
diferitor sisteme metabolice importante ale organismului. In baza numeroaselor adnotari, de
reguld, eterogenitatea puternicd a datelor experimentale, obtinute prin metoda structurald si
functionald a genomicii, transcriptomicii, proteomicii, metabolicii, a fost prelucrata o tehnologie
specialda pentru reconstructia retelelor genice ale omului, animalelor, plantelor [256, 257]. Cu
ajutorul ei a fost creatd baza de date Gen Net. Ea contine descrierea a 37 de retele genice,

responsabile de diferite functii importante ale organismului uman, precum si informatia despre
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semnalele reglatoare si metabolice care controleaza, integreaza si corecteaza functionarea acestor
retele genice [249].

Toate procesele din organism sunt rezultatul interactiunii retelelor sale genice. Fiind
comunitati functional autonome ale genelor si produsul expresiei lor, retelele genice locale sunt
integrate intr-0 retea globala a organismului. In acceptiunea bioinformaticii, fiecare om este o
retea globala, formata din multitudinea retelelor genice locale — ,,reteaua retelelor” [258].

Sunt studiate detaliat mecanismele ce interactioneaza si integreaza retelele genice,
asigurand reglarea nivelului de glucoza in organism, sinteza hormonilor steroizi, functionarea
adipocitelor (celulelor tesutului adipos), mecanismele eritropoiezei, retelele genice ale stresului
oxidativ provocat de formele active ale oxigenului (reglarea-redox) [259].

Retelele genice ale fiecarui nivel se intercaleaza intre ele si controleaza functia retelelor
altor nivele [260]. Cu toate acestea, in calitate de integratori participa semnalele neurohormonale
si metabolice, dar si anumite retele genice — integratori. Integrarea orizontala este integrarea
retelelor genice ale aceluiasi nivel, de exemplu, varianta paracrina de integrare a retelelor genice
cu insulina si glucoza, regland nivelul de glucoza in sange. Ca exemplu de integrare verticala
poate servi reteaua genica ce regleaza sinteza hormonilor steroizi, care are trei nivele de ierarhie:
hipotalamusul, hipofiza si glandele endocrine periferice. Este important de mentionat ca
controlul normal al steroidogenezei la nivelul structurii celulare la toate aceste trei nivele are loc
cu ajutorul unuia si aceluiasi factor transcriptional — SF1 (factorul steroidogenic 1) [261].

In informatica postgenomici se deosebesc doui tipuri esentiale de integrare a retelelor
genice. In prima varianti, ca integrator poate servi insdsi reteaua genica. De exemplu, reteaua
genica de reglare a ritmului circadian, primind din exterior semnale potrivite, da ritmul de lucru
al unui numar mare de retele genice: de la reglarea proceselor metabolice pana la ciclul celular.
In calitate de alt mecanism de integrare a retelelor genice pot servi diferiti metaboliti (glucoza,
formele active ale oxigenului etc.) si semnale neurohormonale (hormoni, factorii de transcriptie
— SF1). Prin urmare, integrarea retelelor genice este un factor esential, determinand raspunsul
adaptiv al intregului organism si al sistemului lui de intretinere a vietii la factorii exteriori.

Calitatea functionarii retelelor genice locale, la fel ca si posibilitatea adaptarii intregului
organism la schimbarea permanenta a factorilor din mediul exterior, vor depinde de
particularitatile genelor lor. Nu intamplator genetica modernd este numitd ,,genetica de
interactiune” [249]. Existd interactiunea genelor in interiorul retelelor locale (interactiunea
genelor), intre retelele genice (interactiunea integrald), precum si intre retelele genice si factorii

mediului extern (interactiunea adaptiva).

147



Toate organismele vii sunt sisteme deschise, ele mereu contacteaza cu mediul exterior, deci
sunt rezultatul interactiunii genomurilor lor cu mediul extern. Fiecare semnal care patrunde in
organism cauzeaza o reactic de raspuns a unei sau a altei retele genice care, cu ajutorul
integratorilor corespunzatori, transmite semnalul altor retele genice [262]. Esecurile in retelele
genice cauzate de mutatiile genelor sau de functionarea lor incompleta, datorata variantelor
alelice, pot sa distruga total sau sa denatureze semnificativ functionarea retelei genice integrale,
adica a intregului organism.

In patogeneza fiecirei boli se implicd o multitudine de gene functionale, care sunt in
stransa legatura cu anumite retele genice locale [257]. Alaturi de gena principald ce provoaca
inceputul bolii, intotdeauna sunt prezente altele, de tipul doi, numeroase gene modificatoare,
efectele fenotipice ale carora sunt determinate de factorii de mediu. Identificarea acestor gene,
determinarea distribuirii caracterului functional la nivel local si la nivel integral al retelelor
genice este particularitatea interactiunilor genice in boli monogenice si multifactoriale — fiecare
insarcinare practica tine de informatica postgenomica. Savantii considera ca, in viitorul apropiat,
utilizdnd metodele si tehnologiile bioinformaticii, pentru fiecare boald pot fi reconstruite
,»retelele genice’’, similare cu cele ale proceselor fiziologice normale ce se petrec Tn organism.
Investigatiile stiintifice ne permit sa patrundem tot mai profund in tainele functionarii
genomului, descoperind date despre mecanismele moleculare ale DMD/B.

In anul 2007, un grup de cercetitori italieni au efectuat un studiu al profilului de expresie a
genelor in muschi, in stadiul incipient al distrofiei musculare Duchenne (DMD) [263]. in acest
scop, au fost descrise modificarile produse la nivelul tesutului muscular la copiii cu DMD cu
varsta de peste 5 ani. Prin studierea profilului de expresie la 19 pacienti cu varsta mai mica de 2
ani, a fost descrisa cu rezolutie inalta expresia genicad caracteristica pentru muschii afectati de
DMD in perioada fazei initiale sau ,,presimptomatice” a maladiei. Astfel, s-a demonstrat ca in
primii 2 ani de boald, muschiul afectat de DMD este deja setat sa exprime un model distinctiv de
expresie a genelor, care se deosebeste considerabil de cel exprimat de un muschi obisnuit,
potrivit varstei. Acest model ,,distrofic” de expresie se caracterizeaza prin inducerea coordonatd
a genelor implicate In raspunsul inflamator, remodelarea matricei extracelulare (ECM),
regenerarea muschiului si prin transcriptia redusa a genelor implicate in metabolismul energetic.

In pofida gradului redus de disfunctie musculard in momentul efecturii experimentelor,
pacientii cu varsta mai mica au prezentat o expresie anormala a majoritatii genelor care au fost
raportate ca avand expresie diferentiatd in stadii mai avansate ale bolii. La analiza pacientilor

peste o perioada de timp, au fost furnizate dovezi ca unele gene, inclusiv membrii a trei céi
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implicate in semnalizarea morfogenetica — Wnt, Notch si BMP, sunt induse progresiv sau sunt
reprimate in decursul progresarii maladiei DMD [264]. Cert este ca in viitorul apropiat notiunile
stabilite ale bolilor vor fi revazute si completate pe contul progreselor functionarii genomicii,
bioinformaticii si medicinei moleculare.

in anul 2017 a fost publicat un studiu in care au fost cercetate circa 100 de proteine
asociate cu distrofia musculard Duchenne. in acest sens, s-a demonstrat ca proteinele distrofina,
utrofina, caveolin 3 si proteina de diferentiere miogenica 1 (Myod 1) joaca rolurile principale in
reteaua DMD (Figura 5.4) [265].
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Fig. 5.4. Interactiunea intre proteine-proteine la DMD (analiza retelei: 82 noduri si 395
unghiuri) [265]

Genele ce formeaza structurile de baza ale fiecarei retele genice, polimorfe, precum si
variantele lor alelice au functii diferite. Aceasta inseamna ca si retelele genice ale fiecarui om
functioneaza diferit. Datorita poliforfismului genetic, fiecare om are amprenta sa digitala
conditiile functionarii factorilor nocivi ai mediului extern. Prin diversitatea genetica se explica
faptul de mult cunoscut ca toti oamenii se deosebesc unul de altul prin reactia individuala la
agentii externi, la infectii, la produse alimentare, la actiunea toxinelor si a preparatelor

medicamentoase.

149



Luand in considerare datele din literatura de specialitate si ale analizei influentei genelor
ciclului folat si ciclului metioninic asupra procesului miopatic prin metoda regresiei logistice
multinomiale, etapa urmatoare a cercetarii noastre este identificarea interactiunii genelor
cercetate, cu scopul de a determina combinatiile specifice ale alelelor, care ar putea avea o
Importanta patogenetica mai mare in dezvoltarea procesului miopatic. Pentru solutionarea acestui
obiectiv, am utilizat metoda MDR (multifactor dimensionatality reduction), special conceputa
pentru a studia natura interactiunii genelor in cercetarile populational-genetice ale maladiilor
complexe [266]. Ne-am propus sa studiem caracterul interactiunilor genelor modificatoare in
studiul bolilor monogenice. In 2007, Ben Lehner a descris importanta modelarii interactiunii
genotip — fenotip cu bolile umane si a definit relatiile intergenice [251]. Un avantaj important al
acestei metode este posibilitatea utilizarii sale la volume relativ mici de probe ale pacientilor si
ale populatiei sanatoase. Pe langa aceasta, MDR ofera posibilitatea de a aprecia validitatea
statisticdi a modelelor testate (cross-validation consistency, CVC) si de a calcula eroarea
predictiei modelului (prediction error, PE) [267].

Am analizat tipul si puterea de interactiune a genelor la pacientii cu DMD/B care s-au
plasat In scaun cu rotile, in perioade diferite de varsta — pana la 9 ani si pana la 12 ani.

In rezultatul analizei tipului si a puterii de interactiune genica intre variantele polimorfe
(pattern) ale genelor ciclului folat, celui metioninic si genei functiei endoteliale la pacientii cu
dezvoltare a stadiului de boalad in scaun cu rotile pana la 9 ani, au fost identificate modele care
descriu cel mai bine caracterul interrelatiei a 5 loci cercetati in 4 gene — MTHFR (C677T,
A1298C), MTR (A2756G), MTRR (A66G)si eNOS4a/4b — prin dezvoltarea stadiului procesului
miopatic ce plaseaza bolnavii cu DMD/B in scaunul cu rotile.

In Tabelul 5.2 sunt prezentate cele mai semnificative modele de interactiune genici cu 1, 2,
3 si 4 loci, identificate cu ajutorul algoritmului de cautare selectiva MDR in grupuri cu un
clasificator binar — plasarea in scaunul cu rotile pana la 9 ani (0) si plasarea pana la 12 ani (1), in
esantionul de studiu al pacientilor cu DMD/B.

Modelul cu un locus statistic semnificativ (p=0,04) a fost identificat pentru locusul
polimorf MTHFR C677T, in ciuda gradului ridicat de reproductibilitate al acestui model — CVC=
9/10, acuratetea verificabil echilibrata a acestui model este egala cu 0.58 la sensibilitatea de 0,56
si specificitatea de 0,6, ceea ce demonstreazd ca acest parametru este semnificativ, dar
sensibilitatea si specificitatea sunt mici pentru esantionarea bolnavilor.

Programul a identificat douda modele cu 2 loci. Primul model a fost identificat pentru locii

polimorfi MTHFRC677T, MTRA2756Gcu un grad inalt de interpretare, CVC = 8/10 si x> = 8,87
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(p=0,003). Vom mentiona ca pentru acest model este caracteristica o sensibilitate inalta (0,74) si
o specificitate mica (0,48). Al doilea model a fost identificat pentru locii MTHFR, C677T,
eNOS4a/4b cu un grad inalt de interpretare, CVC = 10/10 si y* = 5,03 (p=0,02). Pentru acest
model este caracteristicd o sensibilitate inalta (0,67), precum si o specificitate semnificativa
(0,51).

Modelul cu 3 loci contine locii polimorfi MTHFR, C677T, MTRA2756G, eNOS, avand o
interpretare Tnaltd (CVC = 8/10) si un indice ridicat XZ = 18,34 (p<0,0001). Precizia echilibrata
formata a acestui model al interactiunilor genice constituie 0,68 la sensibilitatea (SE) testului de
0,69 si specificitatea (SP) de 0,64.

Tabelul 5.2. Modelul interactiunii genice (genele modificatoare) la plasarea in
scaunul cu rotile a pacientilor cu DMD/B pana la 9 ani [263]

Tip de Tr. Bal. OR r
model Acc. (95%CI) (P) SE SP | CVC | Pre.
MTHFR C677T
Model cu
1 alela 1,88 3,95
0,58 (1,00-3.52) (0.04) 0,56 0,6 9/10 0,69
MTHFR C677T; MTRA2756G
Model cu
2 alele 2,67 8,87
0,62 (1,38-5,13) (p=0.00) 0,74 0,47 8/10 0,70
MTHFR C677T; eNOS
Model cu 509 =03
2 alele , )
0,60 (1,11-3,93) (p=0,02) 0,67 0,51 10/10 0,61
MTHFR C677T; MTRA2756G; eNOS
Model cu

3 alele 0.68 4,04 18,34
: (2,10-7,76) | (p<0.00)

MTHFR C677T; MTHFR A1298C; MTRA2756G; eNOS

0,69 0,64 8/10 0,76

Model cu

4 alele 8,85 39,82
0,76 (4,3-18,12) (<0.00) 0,73 0,77 5/10 0,84

Nota. Tr. Bal. Acc. — precizie formata echilibrata; OR (95%CI) — amploarea raportului sanselor si
intervalele de incredere; Sign Test. (P) — test de valoare; SE — sensibilitatea; SP — specificitatea; CVC —
repetarea rezultatului; Pre. (precision) — exactitatea modelului.

Model cu cea mai micd eroare de prezicere (0,84) a fost combinatia de 4 alele ale
variantelor polimorfe  MTHFR C677T, MTHFR AI1298C; MTRA2756G, eNOS, cu
reproductibilitatea CVC = 5/10 si XZ = 39,82 (p<0,00). Valoarea raportului sanselor pentru acest
model constituie 8,85 (4,31-18,14 95%CI), demonstrand ca la cresterea cu 0 unitate a

caracterului i, sansa severitatii miopatiei creste de 8,5 ori.
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Astfel, cel mai bun model pentru prognozarea instalarii stadiului 4 de boald 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 x*=18,34(p<0.00). Riscul relativ a constituit 4,04 (95%CI:2,10-7,76)

Mai mult decat atat, programul MDR ne permite reprezentarea graficd a structurii ierarhice
sl a naturii interactiunilor diferitor gene, inclusiv dintre genele care nu sunt reprezentate in cele
mai bune modele. Liniile lungi din dendrograma descriu relatia slaba dintre gene si, respectiv, cu
cat mai scurte sunt liniile ce unesc doud atribute, cu atdt mai puternica este interactiunea.
Culoarea fiecarei linii descrie tipul de comunicare: rosu si portocaliu reprezinta interactiuni
sinergice, culoarea bruna — efect independent (aditiv); culorile verde si albastru indica un
antagonism moderat pana la sever (dublarea efectului fiecarui atribut).

In cazul dat, noi am prezentat structura celui mai bun model cu 4 alele (Figura 5.5).

NOS
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Fig. 5.5. Structura interactiunii genice a variantelor polimorfe ale genelor ciclului
folat, celui metioninic si genei eNOS la pacientii DMD/B la plasarea in scaunul cu rotile
pana la 9 ani (in grafic este reflectata puterea, interactiunea dintre loci, dendrograma —
analiza de cluster) [263]

Analiza de cluster permite de a evidentia interactiunea variantelor polimorfe cercetate, care
pot influenta agravarea procesului miopatic in cazul DMD. Astfel, in Figura 5.5 este reprezentata
dendograma celui mai bun model al interactiunii genice in grupul de cercetare (bolnavii
DMD/B), care s-au plasat in scaunul cu rotile pana la 9 ani, incluzand descrierea interactiunii a 4
loci (MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTRA2756G, eNOS4a/4b).

Dupa cum se observa in figurd, modulul este format din doud clustere interconectate.

Primul cluster include modulul cu sinergism exprimat (dublare pozitiva) privind impactul asupra
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fenotipului — interactiunea a doi loci, rs1801133 si rs1801131, din gena MTHFR (rosu), si
activitatea genei este influentata anume de acesti doi loci. Se observa o interactiune mai
puternica intre acesti loci in comparatie cu al doilea cluster.

Al doilea cluster include modulul interactiunii a doud gene — MTR si eNOS, cu un
sinergism la fel de exprimat privind 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).

Pentru descrierea tipului si a puterii interactiunii stabilite la bolnavii DMD care s-au plasat
in scaun cu rotile pana la 9 ani, a fost creat un grafic circular ce contine contributia in % a
fiecarui component (Figura 5.5). S-a identificat ca influenta locusului MTHFR677 asupra plasarii
in scaunul cu rotile (trecerea in etapa IV) pana la 9 ani constituie 1,78%, iar a locusului MTR
A2756G — 1,08%. Prin urmare, mutatiile in acesti loci prezintd un risc sporit de agravare a
procesului miopatic si cauzeaza trecerea in etapa IV a maladiei pana la varsta de 9 ani.
Contributia perechii MTHFR677 — MTHFR1298 constituie 1,22%, iar a perechii MTR A2756G —
MTHFR1298 alcatuieste 1,02%.

Acest rezultat nu este contrar datelor literaturii de specialitate, care aratd ca la indivizii
heterozigoti compusi dupa alelele 677T si 1298C, activitatea enzimei scade cu 40-50% si
profilul biochimic este asemanator cu cel al purtatorilor homozigoti ai alelei 677T. Remetilarea
homocisteinei in metionind este catalizatd de enzima citoplasmatica metionin-sintaza (MTR).
Pentru activitatea acestei enzime este necesara metilcobalamina, derivatul vit. B12. Enzima
MTR asigura transformarea homocisteinei in metionina datoritd reactiei in care metilcobalamina
joaca rolul purtitorului intermediar al gruparii metil. In acelasi timp, se produce oxidarea
cobalaminei, enzima MTR trece in stare inactiva. Restabilirea functiei enzimei poate avea loc n
timpul reactiei de metilare cu participarea enzimei metionin-sintazi-reductazi (MTRR). in
aceastd gena sunt descrise diferite mutatii si variante polimorfe. Polimorfismul 66AG
(plle22Met) micsoreaza de 4 ori activitatea enzimei MTRR.

Utilizand programul, am construit grafic structura ierarhica si caracterul interactiunii
genelor studiate cu tipul deletiilor din gena distrofina (dendrograma): deletii cu afectarea
cadrului de citire, fara afectarea cadrului de citire si deletii nedeterminate (Figura 5.6). Dupa cum
se vede din dendrograma, modelul consta din trei clustere interconectate. Primul cluster este
prezentat independent de celelalte gene (culoarea bruna), aceasta coincide cu datele obtinute cu
ajutorul metodei multinominale. Al doilea cluster a unit locusul genei MTRR cu clusterul

interdependent, interconectat cu al treilea cluster. Al treilea cluster contine doua clustere — genele
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ciclului folat (MTHFR677, MTHFR1298) si MTRA2756G (metionin sintaza) cu eNOS,cu efect
sinergic pronuntat (culoarea rosie) in interiorul perechii si efect sinergic moderat (culoarea
portocalie) intre aceste doud clustere. Se atesta un coeficient informational ridicat (information
gain — 1G) pentru locusul MTHFR677 (1,78%), locusul MTRAG6G (1,08%) si eNOS (0,90%)
[268].

Type

MTRR
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Fig. 5.6. Dendrograma asocierii interactiunii genelor cercetate cu deletiile din gena
distrofina la bolnavii cu DMD/B la plasarea in scaunul cu rotile pana la 9 ani [268]

(Type — tipul deletiei; MTHFR1 — locusul MTHFR C677T; MTHFR2 — locusul MTHFR A1298C;
MTR- locusul MTR A2756G; eNOS — locusul eNOS4a/4b)

Schema circulara (Figura 5.7), suplimentar la modelele precedente, indica o influenta dubla
negativa pronuntati 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 si 1298, MTR A2756G si eNOS4a/4b

denota o interactiune aditiva a acestora in pereche.

Sinergie (rosu) — dublare, antagonism (albastru)

Fig. 5.7. Schema reflecta puterea interactiunii celor 5 loci cu tipul deletiei in cazul plasarii
in scaunul cu rotile pana la 9 ani la bolnavii cu DMD/B [268]
(Type — tipul deletiei; MTHFR1 — locusul MTHFR 677; MTHFR2 — locusul MTHFR 1298;
MTRR- locusul MTRR 66; MTR — locusul MTR 2756, eNOS — locusul eNOS4a/4b)
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Programul MDR a oferit modelul de analiza a puterii si a tipului de interactiune a
variantelor polimorfe ale genelor-candidate la pacientii cu DMD/B, care s-au plasat in scaunul cu
rotile pand la 12 ani. Acestea descriu foarte bine caracterul interactiunii locilor cercetati ai
genelor MTHFR, MTR, MTRR si eNOS in dezvoltarea etapei de plasare in scaun in cadrul
procesului miopatic la bolnavii cu DMD/B.

in tabelul 5.3 sunt prezentate cele mai importante modele cu 1, 2, 3 si 4 loci ai interactiunii
genice. Model cu 2 loci a fost identificat pentru locii polimorfi ai genelor MTR si eNOS, cu un
nivel de reproductibilitate scazut — CVC = 4/10 si Xz = 11,15 (p=0,00). Trebuie remarcat faptul ca
pentru acest model sunt caracteristice o sensibilitate (0,59) si o specificitate (0,68) scazute.

Modelul cu 3 loci ce include genele MTHFR C677T, MTR A2756G si eNOS 4a/4b a avut o
reproductibilitate inalta (CVC = 8/10) si x> = 30,75 (p<0,0001). Precizia echilibratd formati a
legaturii intergenice a modelului dat a fost de 0,72, cu o sensibilitate a testului de 0,66 si 0

specificitate de 0,77

Tabelul 5.3. Modelul interactiunii genice (4 genele modificatoare)
la plasarea in scaunul cu rotile a pacientilor cu DMD/B pana la 12 ani [263]
Tr. Bal. OR ’

: 1
Tip de model Acc. (95%CI) P) SE SP cvC Pre.
MTHFR A1298C
Model cu 1 alela
0,58 1,94 40544 55 | 06a | 510 | 041

(101-37) | (p=0,04)
MTRA2756G; eNOS4a/4b
Model cu 2 alele 0.64 3,02 11,15

' (1,56-5,85) | (p=0,00)
MTHFR C677T; MTRA2756G; eNOS4a/4b
Model cu 3 alele 0.72 6,67 30,57

' (3,2-13,5) | (<0,0001)
MTHFR C677T; MTHFR A471298C; MTRA2756G; eNOS4a/4b
Model cu 4 alele 0.80 14,67 54,22

' (6,7-32,15) | (<0,0001)
Nota. Tr. Bal. Acc. — precizie formata echilibrata; OR (95%CI) — amploarea raportului sanselor si

intervalele de incredere; Sign Test. (P) — test de valoare; SE — sensibilitatea; SP — specificitatea; CVC —
repetarea rezultatului; Pre. (precision) — exactitatea modelului.

0,59 0.68 4/10 0.47

0,66 0,77 8/10 0,59

0,79 0,8 9/10 0,67

Cel mai bun model cu cea mai mica eroare de predictie este modelul cu combinatia a 4
alele ale locilor variantelor polimorfe MTHFR C677T, MTRA7298C, eNOS4a/4b cu un inalt
nivel de reproductibilitate — CVC = 9/10, o precizie a modelului de 0,67 si x> = 54,22
(p<0,0001). Raportul sanselor pentru modelul in cauza a fost de 14,67 (95% CI:6,7-32,15),
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demonstrand ci odatd cu cresterea cu 0 unitate a caracterului complex, sansele de agravare a
miopatiei cresc cu mai mult de 14 ori [263].

Analiza clusterului a permis identificarea interactiunii variantelor polimorfice, care pot
influenta plasarea in scaunul cu rotile pana la 12 ani in cazul maladiei DMD/B. Modulul este
format din doud clustere interlegate. Primul cluster include modelul cu sinergism pronuntat in
ceea ce priveste efectul asupra fenotipului intre interactiunea a doi loci a genelor MTHFR677 si
MTRA2756G (culoarea rosie), si anume activitatea genei se afla sub influenta acestor doi loci. Al
doilea cluster include modulul interactiunii a doua gene — MTHFR1298 sieNOS, de asemenea cu
antagonism exprimat in relatie cu efectul asupra fenotipului, unde activitatea unei gene se afla
sub influenta altei gene care nu ii este alela. La randul lor, primul si al doilea cluster au aratat o
reactie aditiva (neutrd) Intre ele (culoare cafenie).

Pentru descrierea tipului si a puterii cooperarii stabilite la bolnavii cu DMD/B plasati in
scaunul cu rotile pana la 12 ani, a fost realizata dendrograma celui mai bun model al interactiunii

genice sub forma de grafic circular, ce descrie contributia fiecarui component in % (Figura 5.8).

563% I
[}
0.59% 0.21% EMUS
- ——
MTR " -
oo, I 04— [164%
HTHR
il
0.06% 0.40%
im
MTHFR1298 ]
1.95%
|
]

Sinergie (rosu) — dublare, antagonism (albastru)

Fig. 5.8. Structura interactiunilor genice ale variantelor polimorfe ale genelor ciclului
metioninic si sintazei eNOS la bolnavii cu DMD/B la plasarea in scaunul cu rotile pana la varsta
de 12 ani (analiza de cluster, grafic ce reprezinta puterea de interactiune intre loci) [263]

S-a demonstrat ca influenta locusului MTHFR677 asupra procesului de plasare in scaunul
cu rotile (trecerea la stadiul IV de boald) pana la 12 ani scade (0,16%) in comparatie cu influenta
acestuia in cazul cu varsta de 9 ani (1,78%), de asemenea se observa scaderea influentei

locusului MTRA2756G (0,48) in comparatie cu influenta acestuia la situarea in scaun la varsta de
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9 ani (1,08%). in schimb, la varsta de 12 ani a crescut influenta locusului MTHFR1298 (1,96%).
De asemenea, s-au schimbat legaturile dintre perechi: efectul contributiei perechii MTHFR677 —
MTRA2756G reprezinta 1,04%, perechii MTRA2756G— eNOS 1i corespund 0,59%; s-a redus
semnificativ efectul perechii MTHFR677 — MTHFR1298, alcatuind 0,40%, in comparatie cu
modelul plasirii in scaunul cu rotile pani la 9 ani. In cadrul perechii MTHFR1298 — eNOS a
aparut o influenta dubld negativd pronuntatd asupra fenotipului la pacientii de pana la 12 ani.
Efectul contributiei acestei perechi constituie (—1,64%), deci se observa un efect protector.

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 5.8), au fost identificate doud clustere
independente. Primul cluster independent a unit locii MTHFR1298 si eNOS interlegati prin
influenta efectului dublu pronuntat (culoarea albastri). in clusterul al doilea, intre locusul
MTHFR677 si tipul deletiei si locusul MTRA2756G s-a stabilit o puternica interdependenta
sinergica (liniile rosii scurte), in care activitatea tipului deletiei se afla sub influenta locusului
MTRA2756G.

Conform graficului circular din Figura 5.9, a fost identificata cresterea influentei locusului
polimorf eNOS4a/4b asupra dezvoltarii etapei a IV-a a maladiei la 12 ani, in comparatie cu
starea pacientului la varsta de 9 ani (3,63% si, respectiv, 0,90%).

I

_: o
MTR

Fig. 5.9. Structura interactiunilor genice ale variantelor polimorfe ale genelor
modificatoare si tipul deletiei in gena distrofina la bolnavii cu DMD/B sub 12 ani (sus — analiza
de cluster, jos — grafic ce reprezinta puterea de interactiune intre loci) [268]

(Type — tipul deletiei; MTHFR1 — locusul MTHFR 677; MTHFR2 — locusul MTHFR
1298; eNOS- locusul eNOS4a/4b)

Se poate de mentionat ca s-a majorat influenta locusulut MTHFR 1298 asupra pacientilor

de 12 ani, comparativ cu cei de 9 ani (1,96% versus cu 0,38%). Prin urmare, prin metoda
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determindrii asociatiei (descrisa in capitolul 4), s-a identificat ca aceasta are efect protector. La
varsta de 12 ani creste influenta tipului deletiei (1,57% versus 0,62% la varsta de 9 ani), ceea ce
coincide iardsi cu rezultatele obtinute. Totusi, In grupul pacientilor de 12 ani se observd o
influenta slaba a genelor ciclului folat si metioninic, in comparatie cu grupul bolnavilor care s-au
plasat in scaunul cu rotile pana la varsta de 9 ani. Deci, influenta locusului polimorf MTHFR677
scade si constituie 0,16% in comparatie cu influenta in grupul copiilor care s-au plasat in scaunul
cu rotile pana la 9 ani (1,78%), locusul MTRA2756G constituie 0,46%, dar a fost 1,08%, iar
locusul MTRRAG6G isi pierde importanta la acest grup de pacienti.

S-a modificat si interactiunea in perechile de gene la diferite grupe de varsta interactiunea a
genelor se schimba in functie de varsta plasarii in scaunul cu rotile, ceea ce ne permite sa
intelegem procesele miodistrofice.

Astfel, in grupul pacientilor cu plasarea in scaunul cu rotile pand la 12 ani a fost identificat
un efect antagonist puternic al interactiunii dintre perechea MTHFR1298 — eNOS, coeficientul
informational (information gain — 1G) constituie —1,64% (negativ), pe cand in cadrul cercetarii
grupului de pacienti cu varsta de pana la 9 ani, interactiunea acestei perechi era exprimata printr-
un sinergism puternic si un IG de 0,82%. Prin urmare, aceastd pereche poate avea un efect
protector.

De asemenea, se observa slabirea interactiunii altor perechi care au influentat printr-un
sinergism puternic la varsta de 9 ani: MTHFR677-MTHFR1298 (sinergism moderat, IG = 1,07—
0,06%), si anume doar impactul al ciclului folat la varsta de 12 ani se micsoreaza, MTRA2756G—
eNOS (IG =0,98-0,59%), MTRA2756G — MTHFR1298 (culoarea cafenie — 0, efect aditiv).

Este de mentionat cresterea influentei perechii MTRA2756G — tip de delefie —sinergism
pronuntat la 12 ani (IG a crescut de la 0,4% la 9 ani pana 1,82% la 12 ani). Astfel, ciclul
metioninic si tipul deletiei au o influenta fundamentala asupra tabloului clinic la 12 ani.

Modificarea influentei (mai slaba decat in perechea descrisd mai sus) ramane la perechea
de gene MTRA2756G-MTHFR677 la 12 ani (sinergie moderata, IG = 0,84% pana 9 ani si 1,04%
pana 12 ani), deci mutatiile compuse in genele ciclurilor folat si metioninic la varsta de 12 ani au
o influenta mai mare asupra manifestarilor clinice decat la 9 ani.

Astfel, putem face urmatoarele concluzii:

1. A fost studiata contributia variantelor polimorfe ale genelor ciclurilor folat,
metioninic si ale genei functiei endoteliale la determinarea riscului genetic in progresarea rapida

a procesului miopatic.
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2. Au fost analizate tipul si puterea interactiunii genice a variantelor polimorfe ale
genelor studiate la pacientii cu diferita varsta de plasare in scaunul cu rotile —la 9 si 12 ani.

3. S-a identificat un sinergism pronuntat al interactiunii genelor ciclului folat, celui
metioninic si genei disfunctiei endoteliale, fapt ce determina contributia acestora in progresul
procesului miopatic si invaliditatea timpurie (pana la 9 ani).

4. Variantele polimorfe ale genelor ciclurilor folat, metioninic si ale genei functiei
endoteliale sunt indicatori predictivi importanti privind varsta de plasare in scaunul cu rotile
(nivelul de severitate) si actioneaza in calitate de modificatori ai aparitiei si decurgerii maladiei.

5. Metoda propusad de modelare cu ajutorul metodei logistice multinominale si MDR

poate fi aplicata asupra altor esantioane, deoarece este comoda si cost-eficienta.

5.3. Rolul genelor modificatoare investigate in patogenia miodistrofiei Duchenne

Inainte de a trece la descrierea proceselor patogenetice care se produc in caz de DMD, vom
evidentia rezultatele, inclusiv cele genetice, cunoscute pana in prezent. La finalul capitolului
vom compara aceste idei cu intelegerea noastra privind patogeneza bolii si vom sugera propria
schema de patogeneza actualizatd, tinand seama de noile descoperiri si de analiza literaturii de
specialitate.

Dupa cum s-a mentionat in primul capitol, studiile genetice au aratat cd gena DMD este
situata in mijlocul bratului scurt al cromozomului X, fiind identificata partea codificatoare si
determinata secventa de nucleotide [56]. Yuylo a constatat ca la 65% din pacienti se atesta
deletia genei, iar la 6% — duplicatii de diferita lungime si localizare [172]. Frecventa deletiilor in
gend este inegald: ele apar cel mai adesea in mijlocul genei. Al doilea ,,punct fierbinte” al
deletiilor se afla intre exonii 7 si 8.

La aproximativ 92% din pacienti se poate explica diferenta atestata in evolutia clinicad a
distrofiei musculare pe baza ipotezei ,,cadrul de citire”, in literaturd sunt descrise cazuri de
heterogenitate clinica a miodistrofiei Duchenne [63]. Astfel, in caz de deletii ale exonilor 3-7 si
schimbarea cadrului de citire, evolueaza tabloul clinic al distrofiei musculare Becker. In cazul
deletiilor extinse (de la 30 la 40 exoni ), dar fard afectarea cadrului de citire, se dezvolta forma
Duchenne. Absenta exonului 50 este adesea asociatd cu retardul mintal, iar deletia exonului 49 —
cu cardiomiopatia [256].

Astfel, cercetarile In vederea modificarii structurii genei nu permit asocierea tabloului
clinic al distrofiei musculare cu incilcarile sale specifice . In continuare, a fost studiat procesul

de translare a proteinei, codificate de gena DMD. Gena DMD, sau distrofina, contine 79 de exoni
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(Roberts s.a., 1993) ce codifica 14.000 perechi baze. Exonii sunt de marime medie, dimensiunea
lor variind in limitele a 30 si 300 perechi baze, si sunt distribuiti neregulat, desi unii dintre exonii
ce codificd domeniile proteinei sunt grupati. Spre exemplu, exonii 65-67 codificd domeniul
bogat in cisteina si au 0 dimensiune de 6 kb, iar exonii 68-74 codifica regiunea ce se leaga cu
sintrofina si au aproximativ 14 kb. Cu toate acestea, intronii au cea mai mare contributie la
dimensiunea totald a genei. De exemplu, intronul 44 are o lungime de 270 kb, iar intronul 1 se
extinde la 400 kb (capatul 5' al transcrierii are patru exoni alternativi, care sunt exprimati In tesut
intr-o anumita maniera).

Distrofina este o proteind in forma de bagheta si are dimensiunea de circa 150 nm. Este
predominant hidrofila pe toata lungimea sa, iar 31% din aminoacizi sunt incarcati (Arg, Asp,
Glu, His si Lys). Structura secundara releva un potential major pentru o formatiune a-elicoidala
pe majoritatea secventei. Proteina datd face parte din clasa spectrinelor, din care mai fac parte
incd doua proteine citoscheletice: a-actina si B-spectrina, care pot fi antrenate in amplasarea
submembranara a proteinelor cu care sunt asigurate citoscheletele multor tipuri de celule.
Aceasti clasa de proteine se caracterizeaza prin faptul ca contine un domeniu NH, actin-binding,
urmat de un numar variabil de unitati repetitive, cunoscute sub denumirea de ,,spectrin-like
repeats”.

Distrofina este alcatuita din patru domenii [297]:

1. Domeniul de legare la actina (actin binding), ce cuprinde 240 de aminoacizi. Domeniul
dat este similar sectorului actin-liant al a-actinei. a-actinina reprezintd o componenta normala a
filamentelor de actind de la nivelul muschilor netezi si scheletici, conectand in acest mod
elementele filamentoase ale citoscheletului de membrana celulara. Este important pentru
stabilitatea distrofinei; deletia sa provoaca forma severa a miodistrofiei Becker [256].

2. Domeniul central, numit si axial, este cuprins intre aminoacizii 253 si 3040. Este cel
mai impundtor domeniu, format din 24 de elemente triple helicale, numite ,,spectrin-like repeats”
[269]. Repetitiile sunt intrerupte de patru segmente nerepetabile bogate in prolind, numite
»regiuni de balama”. O repetitie contine trei a-helixuri, notate conventional cu 1, 2 si 3. o-
helixurile 1 si 3 sunt formate fiecare din sapte spire elicoidale, care posibil interactioneaza
asemenea unei bobine incolacite printr-0 interfata hidrofoba. o-helixul 2 are o structura
plurivalenta si este format din segmente de 4 si 3 spire elicoidale, separate de glicind sau
reziduuri de prolina. Fiecare repetitie este codificatd de doi exoni. Deletia partii centrale este

asimptomatica, iar deletia in partea distala duce spre forma clasicd Becker.
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3. Domeniul bogat in cisteina este situat la nivelul aminoacizilor 2080-3360 si reprezinta
un segment deosebit de bogat in cisteind (contine 15 aminoacizi de cisteind din totalul de 280
aminoacizi). Acest domeniu include doud situri denumite ,,EF-hand”, care sunt delimitate de
doua module: WW si ZZ (Zing finger). Domeniul dat reprezinta circa 14% din intreaga proteina
[270]. Deletia acestui domeniu conduce spre forma Duchenne.

4. Domeniul COOH-terminal (carboxi) este omologul utrofinei si distrobrevinei. Domeniul
carboxi cuprinde aminoacizii 3361-3685. El este inrudit cu proteina codificata de o gena
asemanatoare distrofinei (DMDL), ce are localizare 6p24 [271], [272].

Domeniul C-terminal al distrofinei are 0 mare importanta, deoarece interactioneaza cu
elementele proteice ale complexului distrofind — glicoproteina (DGC). Din acest motiv, deletiile
ce se produc la nivelul acestei regiuni duc la modificiri severe distrofice, sesizate fenotipic. in
literatura de specialitate sunt descrise un fragment bogat in prolina si alte 15 fragmente de
dimensiuni mai mici ale distroglicanului de la capatul C-terminal, care sunt indispensabile pentru
functionarea distrofinei. Capatul C-terminal al distrofinei se leagd de puntea citoplasmatica a [-
distroglicanului, interactionand cu domeniul WW [38]. Domeniul WW, denumit si WWP sau
rsp5, este un domeniu descris recent, format din circa 38-40 aminoacizi [170]. Acesta are functia
de legare a proteinelor [58], insd nu se leaga singur de B-distroglican, ci are nevoie de existenta si
celuilalt domeniu EF-hand de legare. Acest domeniu uneste diferite segmente bogate in prolina
si poate fi identificat in proteine precum: prolil-izomeraza PIN1, Nedd 4 ubichitin ligaza si in
proteinele Yes kinaze, asociate cu proteinele YAP.

In componenta distrofinei mai intra si alte domenii, precum domeniul ZZ, care este prezent
atat in proteinele nucleare, cat si in cele citoplasmatice [273]. Acest domeniu face parte din
domeniul distrofinei, fiind bogat in cisteind. Resturile de cisteind din domeniul ZZ au rolul de a
forma situri de coordonare pentru cationii bivalenti de metal, precum cei de Zn.

Complexul distrofind — glicoproteind (DGC) rezultd din asocierea distrofinei cu alte
proteine din membrana plasmatica a muschilor cardiaci si somatici, unde interactioneaza cu o
proteind denumita ,,distroglican” (Figura 5.10) [274].

Acest complex uneste citoscheletul intracelular cu matricea extracelulara si este
responsabil de reglarea NO in muschi [275]. DGC este concentrat in benzile Z din sarcomere si
asigura transmiterea fortei spre fibrele musculare. Perturbarea acestei regiuni are drept
consecinta instabilitatea membranard, care, in cele din urma, duce la rupturi ale sarcolemei.
Influxul de calciu extracelular modifica procesele moleculare, precum contractia musculara, si

declanseaza activitatea proteolitica. Fibrele musculare afectate devin necrotice sau apoptotice si
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elibereazd chemoatractanti mitogeni, care initiazd procesele inflamatorii. Ciclurile de
degenerare/regenerare duc la dereglari musculare ireversibile si inlocuirea fibrelor musculare cu

fibre si tesut adipos.
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Fig. 5.10. Structura complexului distrofina — glicoproteina (DGC) [274]

Genele responsabile de codificarea componentelor complexului distrofina — glicoproteina
au fost caracterizate si definite dupa criteriul interactiunii lor cu distrofina.

Prin urmare, distrofina are un rol important in constituirea, mentinerea si functionarea
normald a muschilor. Datoritd complexului Dystrophin-associated protein complex (DAPC) din
care fac parte, aldturi de proteinele cu care interactioneaza distroglicanul, sarcoglicanul,
distrobrevina, sintrofina si sarcospan, aceasta mentine integritatea membranei sarcolemei.
Mutatiile din componenta proteinelor acestui complex determina diferite patologii sesizate
fenotipic, miodistrofiile autozomal-recesive [276].

Este stabilit faptul cd a si B1 NOS este implicatd in procesele metabolice din muschi
(Figura 5.11) [277][246]. Astfel, modificarile in diferite parti ale distrofinei sunt asociate cu
diferite forme de decurgere a procesului miopatic. Pentru a explica procesul miodistrofic, Eric
Hoffman, unul dintre primii cercetatori ai miodistrofiei Duchenne, a propus schema procesului
miopatic, in care o influenta majora a fost atribuita ionilor de calciu (Anexa 13).

Profesorul Grinio L.P., pe baza propriilor rezultate ale cercetarii MD Duchenne si a
analizei datelor din literatura de specialitate, a propus o noud schema de dezvoltare a procesului
miodistrofic (Anexa 14), diferita de schema lui Hoffman E., care este construita pe baza datelor

cercetarii etapelor clinice ale maladiei. Etapa clinica este asociatd cu modificiari metabolice
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semnificative si este precedata de mari schimbari in structura si functia musculaturii scheletice
[256].
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Fig. 5.11. Reprezentarea schematica a proteinelor din sarcolema, sarcomer, citozol si
nucleii implicati in procesul de degenerare musculara in patologiile neuromusculare [278]EDMD
— distrofia musculara Emery-Dreifuss; FKRP — fukutin-related-protein; NOS —sintaza oxidului
de azot; SMA — atrofia musculara spinald; SNP — sarcospan

Cercetarile sale — analiza dezvoltarii prenatale a embrionilor de la 6 pana la 22 saptamani —
nu au evidentiat diferente mari comparativ fatul sanatos, ceea ce mentionau si alti autori. Aceasta
I-a permis sa lanseze ipoteza ca absenta distrofinei nu influenteaza dezvoltarea musculara in
aceasta perioada de evolutie.

Cercetarile lui Pearson C. si ale altor autori efectuate in perioada preclinica timpurie nu au
identificat modificari in muschii scheletici ai bolnavilor cu miodistrofie. In stadiul clinic al
maladiei, tabloul histologic se caracterizeaza prin degenerarea fibrelor musculare, necroza,
fagocitoza si proliferarea tesutului conjunctiv [279], [280].

In viziunea lui Grinio L. (1998), procesul miodistrofic se asociazi cu inceputul mersului si
munca intensivd a membranei musculare, acestea fiind afectate de absenta distrofinei [256].
Initial, procesul puternic de regenerare retine dezvoltarea rapidda a miodistrofiei, dar incepe
distrugerea membranelor organitelor (mitocondriilor, reticulului sarcoplasmatic, reticulului
endoplasmatic, aparatului Golgi). In acest caz, organismul suferd in urma intoxicirii cu produse
de descompunere, creste hipoxia, se implicd procesul degenerativ al tuturor tipurilor de
metabolism (Anexa 13). Fenomenul de instabilitate a membranelor in prezent este important in
terapia genica (tratament cu nucleotide antisens AO) [281], [282].

Mecanismul de aparare nespecifica si cel de adaptare retin pentru scurt timp procesul de
miodistrofie, iar prezenta in organism a produselor de peroxidare a lipidelor (POL) completeaza
procesul degenerativ, conducandu-1 spre etapa terminala, in care tesutul muscular practic dispare

[279], fapt demonstrat atdt pe persoane bolnave, cat si pe animale experimentale [283], fiind
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inlocuit cu tesut conjunctiv si tesut adipos [284]. Pentru suprimarea modificarilor degenerative
ale muschilor, se efectueaza experimente pe modele animale (dystrophin-deficient mdx murine
model) si utilizarea de leupeptin (tripeptide calpain inhibitor) [285], cercetarea cailor de
semnalizare ale oxidului nitric — guanosin monofosfat ciclic (NO-cGMP) si folosirea
inhibitorului fosfodiesteraza-5 (PDES) [286], in scopul incetinirii procesului patologic.

Toate aceste procese ar trebui sd fie luate In considerare in dezvoltarea terapiei in caz de
patologie Duchenne. Subestimarea modificarilor biochimice poate zadarnici aceste incercari de
tratament. De asemenea, procesele date trebuie luate in calcul in cadrul ingineriei genice si la
elaborarea metodelor de tratament al DMD.

Cercetarea noastrda a permis desdvarsirea mecanismelor patogene existente, datoritd
identificarii particularitatilor genetice unice ale genelor metabolismului acidului folic, vitaminei
B12 (MTHFR, MTR, MTRR) si oxidului nitric la bolnavii cu DMD/B, care determind baza
ereditard a individualitatii biochimice, amprenta ereditard unica. Fenotipul fiecarui pacient este
reflectarea particularitatilor individuale ale genotipului sau, realizat in componenta retelelor
genice locale si celor integrale [249].

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

In prezenta cercetare, ne-am propus si remodeldm efectul celor trei cii metabolice (Figura
5.12): ciclul acidului folic, ciclul metioninei si functia endoteliala in diferite etape ale maladiei,
precum si sd apreciem rolul acestor gene, unite Intr-0 retea genica locald, la bolnavii cu patologia

monogenica miodistrofia Duchenne/Becker, pentru a intelege interactiunea genelor (Anexa 6 ).
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Prin utilizarea a trei metode statistice (determinarea raportului sanselor, metoda regresiei
logistice multinominale si MDR — multifactor dimensionatality reduction), a fost identificat rolul
genelor cercetate in progresarea rapidd a procesului patologic. Prin metoda MDR a fost
determinatd o sinergie pronuntatd a genelor metabolismului acidului folic (MTHFR677,
MTHFR1298) si genelor metabolismului metioninei (MTRA2756G) cu gena eNOS4 (disfunctie
endoteliald). Se atesta un coeficient informational (IG) inalt pentru locii MTHFR677 (1,78%) si
MTRAG6G (1,08%), si aproape de unitate pentru locusul eNOS (0,90%).

Homocisteina si metionina se transforma reciproc una in alta in interiorul celulelo
organismului, iar interactiunea lor sugereaza ideea ca ele au mecanisme regulatoare si functi
metabolice comune. Orice dereglare in transformarea metioninei poate distruge aceasta

interactiune, generand diferite defecte metabolice [287]. Metionina indeplineste o serie de functii

importante:
> este initiatoarea sintezei proteice;
> participa la sinteza S-adenozilmetioninei — donorul biologic al grupelor metil,

implicate in sinteza poliaminelor;

> contribuie la metilarea bazelor din componenta ADN-ului;

> participa in metilarea proteinelor, probabil este implicatd in reglarea epigenetica a
expresiei genice, in transmiterea semnalelor in interiorul celulei, in diferentierea acestora si in
alte procese;

> este sursa gruparii aminopropil pentru a forma poliamine si cisteina si, respectiv,
participa alaturi de homocisteina si cistation in urmatoarele procese: transulfurarea, ceea ce duce
la formarea de cistationi, cisteina si glutation; catabolismul colinei si betainei si restaurarea
folatului intracelular; remetilarea si conversia in metionina.

Totodata, asa cum s-a mentionat mai sus, homocisteina are efect toxic, daundtor asupra
endoteliului vascular, iar stimularea trombozelor conduce la dezvoltarea diferitelor complicatii
[288]. Genele MTHFR si eNOS sunt genele factorilor implicati in patogeneza disfunctiei
endoteliale. Prin urmare, datele acumulare de noi privind asocierea functional semnificativa a
alelelor genelor ce participd la metabolismul homocisteinei, metioninei si oxidului nitric la
bolnavii cu DMD/B si aprecierea contributiei fiecarei gene in dezvoltarea procesului patologic
sugereaza posibilitatea unei dereglari a proceselor fiziologice din corpul pacientilor cu DMD/B.

Oxidul nitric este un radical liber, cu un electron nepereche, produs de o familie de trei
enzime — NO-sintaze. In organism, NO se sintetizeaza din aminoacidul L-arginina [289]. Acest

proces reprezinta o reactie complexa, oxidativa, catalizatd de enzima NO-sintaza (NOS), care
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ataseaza oxigenul molecular la atomul de azot al gruparii guanidinice a L-argininei final
guanidina [290].

eNOS (NOSIII) si alte izoforme au multe similaritati cu reductazele citocromului P-450,
care pentru activare necesita prezenta nucleotidelor flavine (FMN, FAD), NADPH [291] si a
oxigenului. Expresia genei eNOS poate fi influentata de mai multi factori. De exemplu,
citochinele inflamatorii au efect dublu asupra activitatii eNOS. In decursul primelor 24 de ore,
citochinele maresc activitatea enzimei, iar in urmatoarele 48-72 de ore creste degradarea ARNm
eNOS. Studiile imunohistochimice au relevat prezenta a doua izoforme NOS ale musculaturii
scheletice umane [277] si NOS muscular [229].

Oxidul de azot, in viziune modernd, joacd rolul de reglator universal (mediator biologic
important) al multor procese fiziologice, inclusiv mentinerea homeostaziei cardiovasculare
[292], a statutului imun, activitatea citotoxica a macrofagelor, reglarea proliferarii celulelor
vasculare, si poate actiona ca neurotransmitator [293], mediator [125] etc.

Cercetarile recente au demonstrat ca eNOS activata, in special localizata in mitocondriile
musculaturii scheletice, a fost raportata ca marind circulatia sangvind din muschi si transportand
glucoza in celulele musculare, ceea ce determini contractia acestora. In plus, mai mult de o
izoenzima NOS este prezentd in tesuturi, ceea ce pare sa afecteze muschii In cazul proceselor
miopatice — cercetarea noastra a demonstrat ca polimorfismul eNOS4a/4b este asociat cu
progresarea miodistrofiilor.

Postulatul geneticii clasice, ,,orice trasatura fenotipica este rezultatul expresiei tuturor
genelor, chiar daca efectul lor este mic”. Prin urmare, este adevaratd si afirmatia inversa:
,Fiecare gena influenteaza orice caracter al organismului, chiar daca efectul fenotipic este
mic”. Recunoscand adevarul acestui fapt din punctul de vedere al filosofiei conceptuale, s-a
observat totusi neconstructivitatea ei in termeni practici [249]. Intr-adevir, dupi cum s-a
mentionat anterior (capitolul 1), pentru genetica medicald prezintd interes informatia despre
corelarea unei sau altei patologii cu mutatiile unei gene (maladii monogenice) sau stabilirea
asocierii maladiei cu variantele alelice ale anumitor gene (maladii multifactoriale).

Investigatia realizata demonstreazd anume abordarea constructiva ,fiecare gena
influenteaza orice caracter al organismului, chiar daca efectul fenotipic al ei este mic”, iar in
termeni practici, acest lucru ne-a permis sa trecem la descrierea patogenezei sub aspectul
geneticii integrale. Genetica integrala este 0 stiintd noud, aparuta cu scopul de a compila tot
volumul adunat de cunostinte despre activitatea genomului si a determina caile de perspectiva in

dezvoltarea genomicii in secolul XXI [249].
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Pentru confirmarea propunerii noastre, in anul 2015 a fost publicat un studiu in care,
aplicand metodele statistice cu utilizarea analizei retelelor ponderale privind co-expresia genelor
(WGCNA — Weighted correlation network analysis), au fost identificate diferentele globale
dintre expresia genelor in muschii normali si in muschii bolnavilor cu DMD in etapa incipienta a
maladiei. Mai multe blocuri de gene pot fi asociate cu progresarea bolii si, conform ipotezei, pot
avea valoare statistic semnificativd in patogeneza DMD [233]. Acest studiu, imbinat cu analiza
expresiei, deschide un potential mai amplu de cercetare in viitor.

Remarcam faptul ca, in 2006, Lehner s.a. au propus o noua paradigma a bolilor genetice la
om. Conform acestei paradigme, existd doud clase de gene ce cauzeaza maladii la oameni: prima
clasa contine gene ,,specificatoare”, ce determina caracteristicile bolii, si a doua clasa include
gene ,,modificatoare” sau ,,hub”, care ,,conduc la cresterea puterii bolii, ca urmare a mutagiilor
din genele specificatoare”[16, 294].

Cercetarea noastrd a confirmat paradigma si a permis perceperea si desavarsirea
mecanismelor patogenetice existente, datorita identificarii particularitatilor genetice unice ale
interactiunii genelor metabolismului acidului folic si vitaminei B12 (MTHFR, MTR, MTRR) si a
genei sintetazei endoteliale de oxid nitric (eNOS) la bolnavii cu DMD/B cu diferit grad de
severitate a procesului clinic, prin analiza timpului de plasare in scaunul cu rotile. A fost
incercatd remodelarea a trei cdi metabolice (ciclul acidului folic, ciclul metioninei —
metabolismul homocisteinei, si functia endoteliala — cresterea productiei NO, care este toxic in
concentratii mari) si evaluarea rolului a doua substante toxice — homocisteina si oxidul nitric — la
persoanele ce suferd de patologia monogeni: miodistrofia Duchenne/Becker. In viitor, tinind
cont de schema propusa a patogenezei, se va impune necesitatea cercetdrii altor gene
modificatoare (altor retele genice locale).

Identificarea particularitatilor releva baza biochimica ereditara individualad si demonstreaza
prezenta amprentei ereditare irepetabile a fiecdrui pacient. Fenotipul fiecarui bolnav este
reflectarea particularitatilor individuale ale genotipului sdu, realizat prin intermediul retelelor
genice locale si celor integrale.

Prin utilizarea a trei metode statistice (determinarea raportului sanselor, metoda regresiei
logistice multinominale si MDR), am identificat rolul genelor cercetate in progresarea rapida a
procesului patologic. Abordarea noastra de la genotip spre fenotip ne-a condus spre formularea
ipotezei despre evolutia bolii si identificarea posibilelor modalitati de corectare a starilor

patologice.
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Astfel, analizand datele cercetatorilor straini si cele obtinute in cadrul acestui studiu, am
creat o0 viziune proprie asupra patogenezei maladiei DMD/B din punctul de vedere al abordarii
individuale, contemporane si complexe (Anexa 15).

Modelarea matematica a permis evaluarea rolului si a importantei factorilor genetici in
evolutia si prognozarea procesului patologic.

Astfel, prezenta lucrare este actuald prin prisma aspectului teoretic. Evaluarea efectului
modificator al unui sir de sisteme genetice asupra expresiei fenotipice a maladiei monogenice are
importanta fundamentala pentru intelegerea patogenezei procesului patologic (Anexa 15).

Analizand datele cercetatorilor straini si cele obtinute in cadrul acestei cercetari, Tnaintam o
viziune proprie asupra patogenezei maladiei DMD/B din punctul de vedere al abordarii
individuale, contemporane si complexe. Conform acestei scheme (Anexa 15), 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
in 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. Cercetarea noastra a
identificat particularitati unice ale genelor metabolismului homocisteinei si oxidului nitric la
fiecare pacient cu diagnosticul DMD, care determina baza ereditara a individualitatii biochimice,
amprenta irepetabild a persoanei. Fenotipul fiecdrui pacient este reflectarea particularitatilor
individuale ale genotipului sau, realizat in componenta retelelor genice locale si celor integrale.

Procesele date trebuie luate in calcul in cadrul ingineriei genice si la elaborarea metodelor
de tratament al MDD, pentru ca subestimarea modificarilor biochimice poate zadarnici aceste
incercari de tratament.

Astfel, aceasta lucrare este relevantd prin descifrarea si analiza aspectului teoretic.
Evaluarea efectului modificator al sistemului genetic asupra manifestarii fenotipice a patologiei
monogene are 0 importanta fundamentald in intelegerea patogenezei procesului patologic.
Modelarea matematica a permis evaluarea rolului si a importantei factorilor genetici in evolutia

si prognozarea procesului patologic.
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5.4.  Strategia de diagnostic molecular prin personalizarea monitorizarii pacientilor

cu DMD/B

Medicina contemporana este numitd ,,medicina pastilei si a bisturiului”. Actualmente,
asemenea abordare nu mai este valabila in totalitate. Mentionam ca inca in secolul al XIX-lea,
clasicii stiintei sustineau ca ,,viitorul va apartine medicinei profilactice” (.M. Mudrov) si ca
,maladia este mai usor de prevenit decat de tratat” (N.I. Pirogov). 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 necesita o analiza si din perspectiva juridica. Mentiondm ca succesul medicinei predictive
depinde 1n totalitate de implementarea pe larg a realizarilor stiintei genetice in domeniul ocrotirii
sanatatii si de conlucrarea stransa a geneticienilor si a medicilor de alte specialitati [150]. Se
contureaza tot mai clar viitorul medicinei sintetice, bazate pe cunoasterea genomului uman
individual si pe intelegerea particularitatilor reactiilor sale la actiunea variata, inclusiv
daunatoare, a factorilor de mediu. Dupa parerea specialistilor de valoare din Occident, medicina
secolului XXI va fi predictiva, preventiva, personalizata si participativa, numita ,,Medicina 4P”.

In tarile economic dezvoltate se acordd o mare atentie medicinei personalizate, esenta
cireia consta in dirijarea individuald a stirii de sanatate si a rezervelor organismului [295]. in
ultimii ani se observd o adevaratd revolutie Tn domeniul geneticii umane, care are un impact
semnificativ asupra majoritatii domeniilor medicale. Progresele din domeniul cercetarilor
genetice, relevate in aceasta 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.

Principalul obiectiv al medicinei preventive nu este tratarea bolii, si identificarea la timp a
conditiilor si descifrarea proceselor ce au loc in organismul pacientului concret, ce pot conduce
la Tmbolndvire. Pe baza datelor obtinute pe calea testdrii genetice, este posibild aplicarea unor
masuri specifice, directionate spre prevenirea maladiei, iar in cazul nostru — spre diminuarea
severitatii procesului patologic. Preparatele medicamentoase utilizate in acest scop sunt
reprezentanti ai terapiei directionate (scopul-tinta) si actioneaza in mod selectiv si precis [102].

Astfel, filosofia medicinei preventive diferd categoric de cea traditionala, intrucat la baza ei
std paradigma ,,pastrarea sanatitii umane”, si nu ,,repararea”. In raportul ,,Tendinte tehnologice

2013” din revista MIT Technology Review, este descris viitorul medicinei personalizate. Volumul
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acestei piete, dupa analiticii PWC, va creste continuu (anul 2015 — 42 miliarde dolari SUA), in
special, segmentul utilizat in diagnostic. Conducatorii acestei piete vor determina dezvoltarea
tehnologiilor IT si a instrumentelor analitice care permit prelucrarea datelor masive, precum si
ieftinirea unor servicii, cum ar fi secventierea intregului genom.

A invita omul sa traiasca In armonie cu genele sale este doar prima etapa in implementarea
medicinei predictive practice, principalul scop strategic al careia este de a asigura utilizarea
efectivd a genomicii pentru sandtatea omului. Lucrarea de fata este directionatd 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 sanatatea bolnavilor cu miopatie.

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

Cercetarea noastrd a identificat particularitati unice ale genelor metabolismului
homocisteinei si oxidului nitric la fiecare pacient cu diagnosticul DMD, care determind baza
ereditard a individualitatii biochimice, amprenta sa irepetabild. Fenotipul fiecarui pacient este
reflectarea particularitatilor individuale ale genotipului sdu, realizat in componenta retelelor
genice locale si integrale. Am incercat sa remodelam esenta a trei cai metabolice (ciclul acidului
folic, ciclul metioninei — metabolismul homocisteinei, si functia endoteliald — cresterea
productiei NO, care este toxic in concentratii mari) si sa evaluam rolul a doua substante toxice —
homocisteina si oxidul nitric — la persoanele ce sufera de miodistrofia Duchenne/Becker. Trebuie
de mentionat ca in cercetarea condusa de Hoerster I. in 2015 a fost stabilit ca la bolnavi cu DMD
este tulburat procesul conversiei de L-arginia in oxid de azot si gradul de tulburare coreleaza cu
progresarea miopatiei, ceea ce confirma ipoteza noastra [296].

Dupa cum s-a mentionat deja, aceastd lucrare este actuala prin prezenta relevanta a doua
aspecte din medicina — aspectul teoretic si cel practic. Evaluarea efectului modificator al unui sir
de sisteme genetice asupra expresiei fenotipice a bolilor monogenice este de o importanta
fundamentald pentru intelegerea patogenezei procesului patologic. Metoda modelarii matematice
ne-a permis sa apreciem rolul si importanta factorilor genetici in evolutia maladiei si sa realizam

pronosticul decurgerii procesului patologic.
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Aspectul practic al lucrdrii consta In modificarea substantiald a principiului consultarii
medico-genetice prin identificarea formelor clinice potential severe ale DMD/B. Astfel,
neurologii vor avea posibilitatea sa selecteze un tratament timpuriu individualizat (personalizat),
iar In unele cazuri vor putea aplica terapii preventive in etapa presimptomatica a bolii.

Asadar, in etapa actuala de dezvoltare a geneticii medicale sunt necesare cercetari clinico-
genetice complexe pentru solutionarea problemelor legate de diagnostic, prognosticul adecvat al
evolutiei maladiei, consultarea medico-genetica eficienta si cautarea cailor de corectie
terapeutica pentru patologia datd. Rezultatele cercetarii de fata trebuie sa fie utilizate in practica
clinica a neurologilor si geneticienilor, pentru a determina grupa de risc a progresarii procesului
pacient concret, urmate de stabilirea particularitatilor de care se va tine cont la aplicarea
masurilor de corectie metabolica individuala.

Aceastd lucrare faciliteazd elaborarea strategiei de diagnostic molecular pentru
personalizare in cadrul monitoringului miopatiei. Strategia permite realizarea urmatoarelor
obiective:

1. Aprecierea individuald a riscurilor modificarilor patologice pe baza testdrii genetice,
studierea istoricului familial al maladiilor, aprecierea starii organismului pacientului.

2. Formarea grupurilor in functie de nivelul riscului.

3. Verificarea regulata a indicatorilor ce reflecta starea actuald a organelor.

4. Elaborarea unor masuri specifice, predominant medicamentoase, care permit alegerea
individuald a masurilor profilactice si servesc pentru prevenirea dezvoltarii situatiilor critice
pentru sanatate.

Strategia de diagnostic molecular (Anexa 16) elaborata de noi urmareste implementarea
evaludrii individuale a riscurilor pe baza testarii genetice. Ea consta in testarea genei distrofinei
si a locilor polimorfi ai genelor modificatoare.

La momentul actual terapiile clinice si preclinice ce au ca scop tratamentul si suportul
persoanelor afectate de distrofie musculara Duchenne sunt bazate pe terapii de exon skipping,
pentru pacientii cu deletii sau duplicatii ale exonilor genei DMD [304]. De asemenea, pentru
pacientii cu mutatii nonsens, la momentul actual existd un studiu de lungd durata cu
administrarea preparatului Ataluren. Acest studiu este un studiu randomizat, dublu-orb, controlat
cu placebo, de 72 de saptdmani urmat de o perioada de 72 de sdptdmani fara administrarea
acestuia. Scopul este de a caracteriza efectele pe termen lung ale restaurarii distrofinei mediate

de Ataluren asupra progresiei bolii [305].
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Strategia de diagnostic molecular (Anexa 16) elaboratd de noi poate influenta in
dezvoltarea si cresterea efectivitatii terapiilor genice si simptomatice in cazul patologiei
DMDuchenne. Subestimarea modificarilor biochimice poate zadarnici aceste iIncercari de

tratament.

5.5. Concluzii la capitolul 5

1. A fost relevat rolul metilentetrahidrofolat reductazei (MTHFR), metionin-sintazei (MTR),
5-metiltetrahidrofolat-homocistein metiltransferazei si sintazei endoteliale de oxid nitric
in formarea componentelor genetice (modificatoare), precum si influenta mutatiilor din
gena distrofina asupra severitatii procesului patologic la diferite varste ale pacientilor (9
si 12 ani).

2. Rezultatele regresiei logistice au aratat cd variantele polimorfe ale genelor ciclurilor folat,
metioninic si functiei endoteliale sunt elemente valoroase pentru calcularea probabilitatii
de aparitie a etapei a IV-a a procesului miopatic si actioneaza ca modificatori ai
manifestarilor clinice ale bolii. Aceste variante contribuie la formarea predispozitiei cu
privire la evolutia procesului miopatic la nivel molecular, ce explicd natura
polimorfismului clinic susceptibil la invaliditate. Totodata, este evidentiatd influenta
acestor factori 1n diferite perioade.

3. Valoarea matematicd a estimarilor parametrilor de regresie constituie un indice
semnificativ pentru heterozigotii compusi MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTR
A2756G si MTHFR C677T si MTRA2756G, MTRR A66G). Deci, aceste combinatii de
date la astfel de estimari ridicate (B = 33,67 si B = 34,73) au o mare influentd asupra
dezvoltarii etapei IV a DMD panad la 9 ani.

4. Astfel, prin metoda MDR a fost determinata o sinergie pronuntata intre genele ciclului
folat (MTHFR677, MTHFR1298) si metioninic (MTR 2756) cu gena eNOS4a/4b
(disfunctie endoteliald) asociata cu un efect dublu negativa al relatiei genei MTR si MTRR
in cazul unei evolutii rapide a bolii cu plasare in scaun cu rotile pand la 9 ani. In cazul
unei evolutii mai blande a DMD cu plasarea in scaunul cu rotile pana la 12 ani relatiile
intergenice diminueaza, pronuntandu-se sinergia intre tipul mutatiei in gena
”Distrofinei”, MTHFR 677 si MTR A2756G, asociata cu antagonismul efectului relatiei
genelor MTHFR 1298 si eNOS.
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5. Cercetarea rolului si asocierii genelor modificatoare (in caz de DMD/B) a permis
completarea legaturilor patogenetice existente in acest proces patologic si elaborarea unei
scheme noi privind patogeneza procesului miopatic.

6. Pe parcursul desfasurarii studiului a fost elaborat un sistem de prognostic al evolutiei
maladiei la copiii cu DMD/B, bazat pe analiza contributiei deletiilor din gena DMD si pe
datele genotiparii polimorfismelor genelor ciclului metioninic, ciclului folat si genei
functiei endoteliale a oxidului nitric. In baza rezultatelor obtinute, am argumentat
strategia de diagnostic individual la nivel de ADN la bolnavii cu miodistrofie
Duchenne/Becker.

7. Pe baza cercetarii efectuate devine clar cd, in etapa actuald de dezvoltare a geneticii
medicale, sunt necesare cercetari clinice si genetice complexe pentru solutionarea
problemelor legate de diagnosticul, prognosticul adecvat al bolilor, de consiliere medico-
genetica eficientd si pentru gasirea unor modalitati de corectie terapeutica adecvata a

acestei patologii.
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SINTEZA REZULTATELOR OBTINUTE

Aceastd lucrare abordeaza o tema din domeniul modern al stiintei, la intersectia a doua
discipline: medicina si biologie.

Patologiile ereditare neuro-musculare (PENM) constituie o grupad eterogena de maladii
ereditare progresive si degenerative ale sistemului nervos, se bazeaza pe structuri ale unitatii de
miscare (neuroni motori din maduva spinarii, nervul periferic, fasciculul muscular), sunt
determinate genetic si se manifesta mai frecvent in copilarie si adolescenta. PENM constituie o
cotd considerabild printre patalogiile monogenice si ocupa, dupa frecventd, unul dintre primele
locuri in Europa de Est si in tarile CSI. Nivelul ridicat de invaliditate timpurie, reducerea duratei
de viata in urma insuficientei cardiorespiratorii, dereglarea aparatului locomotor, a somnului
lipsa metodelor eficiente de tratament determina exclusiv importanta medicala si social-
economica a acestei probleme.

Scopul principal al acestei lucrari a fost studierea frecventelor relative, a spectrului si a
caracteristicilor genetico-moleculare ale maladiilor neuromusculare ereditare in Republica
Moldova, precum si elaborarea unei strategii eficiente de diagnostic molecular, pentru
monitorizarea personalizata a pacientilor cu DMD/B.

Studiul rezuma experienta pe termen lung (25 de ani) a Laboratorului de genetica
moleculara a Institutului Mamei si Copilului al Republicii Moldova. A fost realizata analiza
frecventelor formelor nozologice individuale ale maladiilor neuromusculare ereditare in structura
bolilor ereditare ale sistemului nervos la copii si a fost demonstrata incidenta maladiilor
neuromusculare frecvente pe teritoriul republicii.

Dupa efectuarea studiului clinic si electromiografic la pacienti cu maladii ereditare
neuromusculare care locuiesc pe teritoriul Republicii Moldova, potrivit Registrului familiilor cu
patologii genetice, a fost stabilit ca patologiile ereditare neuromusculare constituie 65%.
Frecventa acestor patologii este de 23,5:100.000 locuitori. Spectrul de frecvente nozologice
BESN in Republica Moldova se bazeaza pe cinci grupari:

v Doua sunt de tipul mostenirii autozomal-dominante (AD) in cazul neuropatiei
senzorial-motorii ereditare (NSME), ataxiei spinocerebelare (SCA).

v Doua sunt reprezentate de tipul mostenirii autozomal-recesive (AR) — amiotrofia
spinala de tipurile I-111 si miopatiile progresive ale centurilor.

v O grupd este reprezentatd de mostenirea recesivda X-linkatd MDP forma

Duchenne-Becker.
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Ponderea acestor boli constituie pentru BESN 65%, iar cota bolilor cu transmitere de tipul
AD este de 25%. Printre maladiile mentionate sunt patru grupuri de boli neurologice mai
cunoscute, legate de patologiile neuromusculare, si sunt traditional incluse in structura “cota de
baza” a BESN ale mai multor populatii investigate. Printr-un studiu retrospectiv de cohorta a fost
determinat nucleul maladiilor ereditare neuromusculare, care cuprinde trei patologii mai frecvent
intalnite: DMD, SMA si NSME. Rezultatele analizei conduse au aratat ca cele mai frecvente
forme maladiilor neuromusculare ereditare in esantionul de pacienti cercetat sunt: neuropatie
senzorial-motorie ereditara (NSME) (n= 276 — 17,39%) , miodistrofie Duchenne/Becker (n=274
— 15%) si amiotrofie spinald (n=252— 12,98%).

Este important de mentionat cd au mai fost identificate si alte sase forme rare: mioplegii
paroxistice, miotonia Thomsen, miotonia Becker, NEMS AR, NEMS X-linkate si amiotrofia
spinal-bulbara Kennedy. A fost calculata incidenta pentru fiecare tip de maladie neuromusculara.

In cadrul analizei distributiei numarului cazurilor de patologii DMD/B, SMA si NSME tip
1A, prin analiza corelatiei numarului de pacienti cu marimea si compozitia nationald a populatiei
din raioanele Moldovei, a fost determinat, cd valorile medii asociate pentru fiecare patologie
exprimata prin coeficientul Spearman p sunt cuprinse intre 0,46- 0,5, p=0,0018-0,0047.

Datele populational-epidemiologice demonstreaza perspectiva efectudrii cercetarilor asupra
unor maladii, precum miopatia centurilor, bolile metabolice cu dereglarea sistemului nervos,
bolile mitocondriale, si crearea unui registru de BESN, in vederea implementarii metodelor noi
de diagnostic molecular in Republica Moldova.

In cadrul activitatii clinice de 25 de ani de monitorizare a pacientilor cu patologii
neuromusculare in R. Moldova, a fost creat Registrul national si biobanca familiilor date.
Registrul permite efectuarea follow-up-ului familiilor cu risc sporit si identificarea necesitatii de
diagnosticare prenatald. Observarea si monitorizarea pe termen lung a pacientilor cu DMD/B ne-
a permis sa elaboram o ipoteza stiintifica, si anume: evaluarea efectului modificator al
sistemelor genetice asupra expresiei fenotipice a patologiei monogenice are importanta
fundamentala pentru intelegerea patogeniei procesului miopatic.

Pentru aprecierea particularitatilor molecular-genetice a distrofiei musculare Duchenne, a
fost aplicata o inovare metodica prin care s-a modificat setul de primeri (serie), ceea ce a permis
largirea pana la 85% a spectrului de deletii identificate in gena distrofinei.

Prin efectuarea unei analize de cluster a tuturor exonilor deletati la pacienti, am determinat
contributia fiecarui exon in procesul patologic. Analiza a demonstrat ca partea proxima are un

procent mic (2,7%, 2,3%, 2,6%) de implicare a exonilor 3, 6 si 8 din gena DMD in procesul
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deletiei. Aceasta analiza a identificat trei varfuri in partea centrala a genei (exonii 45, 47 si 48)
cu 6,11%, 8,55% si, respectiv, 10,08%, si un varf in regiunea exonilor 50, 51, 52, 53 (7,02%,
4,27%, 3,97%, 2,29%). Astfel, la esantionul pacientilor cu DMD din R. Moldova, ca si in
cercetarile anterioare, S-a remarcat prevalenta implicarii partilor centrale si distale ale genei
DMD in procesul de deletie.

Rezultatele cercetarilor molecular-genetice proprii au aratat ca la bolnavii cu DMD/B din
Moldova predomina deletii egali sau mai mult de 2 exoni (46,95%) si deletii out-of-frame
(61,7%), sunt prezenti 6 deletii rare (2,8%) si 4 deletii, care nu sunt descrise in baza de date
DMD-LOVD v3.0; si 16 deletii duble (7,5%), tot nedescrise in baza de date. Procentajul
deletiilor egali sau mai mari de 1 exon in esantion cercetat constituie 84,98%, ce este diferit de la
datele, publicate anterior (Bladen s.a., 2015) care au raportat rata deletiilor egale sau mai mari de
1 exon ca 68%.

Una dintre sarcinile cercetdrii noastre a fost identificarea deletiilor exonilor 7 si 8 la
bolnavi cu SMA in gena SMN1. Identificarea deletiilor extinse prin metoda PCR-RFLP s-a
efectuat la 113 bolnavi, fiind depistate: deletia exonului 7 la 63 (55,7%) bolnavi, deletia exonului
8 la 49 (43.3%) bolnavi. Deletia exonului 7 este deci mai frecventa decat deletia exonului 8. Rata
detectarii deletiilor la bolnavii cu amiotrofie spinald din Republica Moldova constituie 85%. La
28% de pacientii din Republica Moldova este gasita deletia concomitenta a exonilor 7 si 8 in
gena SMNL1, ce este diferit de la populatiile iraniene sau indiene.

O alta sarcina a fost precizarea diagnosticului maladiilor neuromotosenzoriale, in cadrul
careia s-a efectuat analiza molecular-genetica a genei PMP22 (pentru trei markeri — D17S921,
D17S122 si D17S834) la bolnavii cu NSME 1A din cazuistica autohtond. Cercetarile au
evidentiat urmatoarea frecventa: 23,88% duplicatii pentru locusul D17S921, 32,83% pentru
locusul D17S122 si 24,62% pentru locusul D17S834 [148]. De asemenea, s-a constatat ca unul si
acelasi individ poate avea mutatii in doi loci [13]. In concluzie, frecventa duplicatiei in gena
PMP22 (17p11.2-p12) la pacientii din Republica Moldova este de 69%, mai frecvent decat in
Coreea (46,9%), Italia (57,6%), Australia (60,7%), Japonia (23,3%), Marea Britanie (28,2%),
Statele Unite (51,6%), Rusia (53,6) (Rune Ostern, 2013).

In baza consultului medico-genetic efectuat in grupurile de cercetare, a fost elaborat
Algoritmul de diagnostic clinic al patologiilor neuromusculare, care include utilizarea datelor
biochimice si elecrofiziologice. In functie de valorile obtinute, a fost posibila diferentierea

diverselor grupe de patologii neuromusculare, in particular: miodistrofie progresiva, atrofie
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musculard spinala, neuropatii motosenzoriale si miopatii mitocondriale, congenitale, care
urmeaza a fi precizate doar prin investigatii molecular-genetice.

In cazul acestor maladii este foarte importantd prevenirea aparitiei lor, deoarece
actualmente niciun tratament curativ nu este disponibil. Femeile ce prezinta risc au acces la
consultatie genetica si la teste, in baza céarora se poate determina dacad ele sunt purtatoare de
mutatie sau nu. Optiuni pentru femeile purtatoare sunt diagnosticul prenatal, diagnosticul genetic
in cazul preimplantarii sau folosirii unui ovul de donator. In continuare vom descrie in special
diagnosticul prenatal pentru doua maladii — DMD si SMA — privind etapele realizarii, eficienta
si necesitatea schimbarii atitudinii populatiei si a medicilor, 1n scopul realizarii acestui pas.

Diagnosticul prenatal (DP) este un act medical complex, Tnalt informativ, care permite
depistarea a numeroase anomalii congenitale si boli genetice in cursul vietii fetale.

A fost elaborat algoritmul diagnosticului molecular-genetic, care consta in efectuarea unor
tehnici contemporane molecular-genetice, disponibile in Republica Moldova, si care permit
diagnosticarea prenatala si postnatalda pentru maladiile neuromusculare frecvent intalnite. Astfel,
in perioada 1996-2017 au fost realizate un numar de 74 diagnostice prenatale molecular-genetice
a doua boli, si anume al anomaliilor monogenice, X-linkate si, respectiv, autozomal-recesive:
miodistrofia Duchenne (37 DP) si amiotrofia musculara spinala (37 DP).

Diagnosticul prenatal este o strategie importantd si o modalitate eficientd de prevenire a
nasterii copiilor cu patologii ereditare monogenice in familiile din grupa de risc. Dezvoltarea
sistemului centralizat de acordare a asistentei medicale si genetice contribuie la imbunatatirea
calitatii diagnosticului prenatal si la cresterea amplorii serviciului de diagnosticare din R.
Moldova.

Revenind la ipoteza de cercetare, vom reitera ca prezenta unor mutatii specifice in genele
modificatoare schimba puterea si tipul de interactiune genica, afectand rata de progresare si
evolutia bolii la pacientii cu DMD. In calitate de model de patologii monogenice neuromusculare
s-a cercetat lotul bolnavilor cu DMD/B prin efectuarea studiului de tip caz—control, cu efectuarea
analizei molecular-genetice a genelor propuse pentru cercetare in ambele grupuri de studiu.

Pentru confirmarea ipotezei am utilizat metode molecular-genetice, metode genetice la
nivel populational, metode statistice (determinarea raportului sanselor, regresia logistica
multinominala si reducerea multifactoriala dimensionala).

In baza analizei populationale, s-a stabilit ca frecventa alelici a genelor MTHFR (677CT si
1298AC) si MTR (2756AG) obtinuta in grupurile cercetate corespunde frecventelor teoretice,
fara dezechilibrul legii Hardy-Weinberg (p>0.05). Analiza polimorfismelor MTRR A66G si
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eNOS 4a/4b a aratat o deviatie statistic semnificativa de la echilibrul Hardy-Weinberg (p<0.05)
la compararea frecventei genotipice observate cu valorile teoretic estimate in grupul de studiu —
DMD/B, ceea ce sugereaza o reflectare a caracteristicilor genetice si biologice ale bolii. Analiza
frecventelor alelice ale polimorfismelor genelor MTHFR, MTR si eNOS in grupul de control in
raport cu alte state nu a relevat diferente statistic semnificative, spre deosebire de polimorfismul
MTRR. in urma cercetirii s-a identificat o crestere statistic semnificativa a frecventei genotipului
MTRR A66G (63,03%) in grupul de control, fapt ce prezintd un indice 1nalt de eterogenitate a
populatiei.

Analiza raportului de sanse a demonstrat o asociere statistic semnificativa in cresterea
riscului de progresare a procesului miopatic la pacientii cu DMD la prezenta genotipului
patologic homozigot in genele MTRR G66G (x7,2 ori)si eNOS 4a/4a (x2,3 ori) si a genotipului
heterozigot in gena MTHFR A1298C (x1,7 ori). O analiza a asociatiilor unui anumit genotip cu
miopatie a evidentiat o scadere statistic semnificativa a frecventei genotipului A2756G a genei
MTR la grupul de pacienti comparativ cu grupul de control, posibil ca acest genotip poate avea
un efect protector la pacientii cu DMD (OR=0,63, 95%Cl:1,4-1,99, ¥*=5,02, p=0,04).

Cu ajutorul metodei regresiei logistice multinominale au fost create modele statistice,
utilizate pentru prognosticul patologiei la pacientii cu DMD. in acest sens, au fost analizate doua
valori variabile dependente: timpul de plasare in scaunul cu rotile pand la 9 ani sau pana la 12
ani, precum si cativa factori in calitate de valori variabile independente: forta musculara la
prima examinare, tipul deleriilor din gena distrofinei, genotipul genelor ciclurilor folat,
metioninic si eNOS.

Modelele Al si A2 de cercetare a influentei factorilor asupra perioadei de plasare in
scaunul cu rotile in baza calcularii parametrilor de regresiune au aratat dependenta de tipul
mutayiei in gena distrofinei. Aceasta are tendinta spre semnificatie statistica pentru rolul tipului
deletiei “out” of frame in predictia evolutiei rapide a bolii pana la varsta de 12 ani (p=0,16).

Modelul B1 demonstreaza semnificatia puterii musculare in predictia progresarii bolii, dar
aceasta fiind un indicator foarte subiectiv, daca se apreciaza fara aparataj special — xz = 46,62, df
= 5, p=0,00. Indicele contributiei parametrului puterea muschilor a avut de asemenea valoare
statistic semnificativa — p=0,023.

In Modelul B2, puterea musculard apare extrem de semnificativa (y° = 54,15, df = 10,
p=0,001), suplinitd de prezenta mutatiei in stare heterozigotd in gena MTHFR 677 (p=0,004),

valoarea functiei exponentiale — 3,712 la evaluarea parametrica 1,311.
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Modelele C1 si C2 apar cu o semnificatie a diferitor combinatii ale mutatiilor in genele
modificatoare, pronuntandu-se pentru predictia agravarii bolii pana la 12 ani (p=0,017). Valoarea
parametrului dependent (plasarea in scaunul cu rotile pand la 9 ani) in analiza de regresie pentru
heterozigotii compusi MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTRA2756G (=33,7) si MTHFR
C677T, MTRR A66G, MTRA2756G (8=34,7) a evidentiat influente semnificative in sens statistic
(p=0,001 pentru ambele). Prin urmare, profilurile heterozigote compuse au influentat
semnificativ varstele de instalare a dizabilitatii 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 dizabilitatii, asigurata 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 (=14,
p=0,03); 3) starea heterozigotd A2756G a genei MTR (8=1,5, p=0,02) si 4) starea heterozigota
C677T a genei MTHFR (3=1,5, p=0,02). Astfel, prin construirea si testarea acestui model, au fost
identificate tendintele specifice unui anumit proces patologic, fapt ce ajutd 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 dependentd — 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,
prezinta semnificatie statistica (x*=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 delesiei; toate polimorfismele genelor MTHFR677,
MTHFR1298, MTRR2756, MTR66, eNOS4a/4b. Informatiile privind apropierea plasarii,
furnizate de model, prezinta semnificatie statistica (x2=126,37, df=95, p=0,017).

Asadar, dupa toate modelele statistic semnificative, putem determina probabilitatea 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 1n 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 aratat ca variantele polimorfice 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 modificatoare pentru evolutia
clinica a maladiei.

Luand 1n 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 cercetdrii 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 graficd a structurii ierarhice si
a naturii interactiunilor diferitor gene. Baza matematici a MDR (metoda neparametrica de
modelare statisticd) este o alternativa pentru regresia logistica, folositd 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 — pand la 9 sau 12 ani. in rezultatul analizei tipului si puterii de interactiune intergenice
intre polimorfismele GCFM si a genei eNOS la pacientii cu dezvoltare a stadiului 4 de boala
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 in 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 boald 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 permis evidentierea interactiunii dintre variantele polimorfe cercetate, care pot
influenta agravarea procesului miopatic in cazul DMD.

Cel mai bun model pentru prognozarea instaldrii stadiului 4 de boald pand 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 x*=18,34(p<0.00). Riscul relativ a constituit 4,04 (95%CI:2,10-7,76).

Astfel, prin metoda MDR a fost determinatd o sinergie pronuntatd intre genele ciclului

folat (MTHFR677, MTHFR1298) si celui metioninic (MTR A2756G) cu gena eNOS (disfunctie
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endoteliald), asociatd cu un efect dublu al relatiei genelor MTR si MTRR in cazul unei evolutii
rapide a bolii, cu plasare in scaunul cu rotile pana la 9 ani.

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; MTRAG6G si eNOS4a/4b. Nivelul de
reproductibilitate a modelului CVC=9/10, precizia 0,67 si x*=54,22 (p<0,0001). Raportul
sanselor pentru modelul in cauza a fost de 14,67 (95%CI:6,7-32,15), demonstrand ca odatd cu
cresterea cu o unitate a caracterului complex, sansele de agravare a miopatiei cresc cu mai mult
de 14 ori.

In cazul unei evolutii mai blande a DMD, cu plasarea in scaunul cu rotile pani la 12 ani, a
fost identificat un efect antagonist puternic al interactiunii dintre perechea MTHFR1298 — eNOS,
coeficientul informational (IG) constituie 1,64% (negativ), in timp ce in cadrul cercetarii
grupului de pacienti cu varsta de pana la 9 ani, interactiunea acestei perechi era exprimata printr-
un sinergism puternic si un IG de 0,82%. Prin urmare, aceastd pereche poate avea un efect
protector.

De asemenea, se observa slabirea interactiunii altor perechi, care au influentat printr-un
sinergism puternic la varsta de 9 ani: MTHFR677 — MTHFR1298 (sinergism moderat, I1G =
1,07-0,06%), si anume se micsoreaza doar impactul ciclului folat la varsta de 12 ani,
MTRA2756G — eNOS (IG = 0,98-0,59%), MTRA2756G — MTHFR1298 (culoarea cafenie — 0,
efect aditiv). Este de mentionat cresterea influentei perechii MTRA2756G — tip de delefie —
sinergism pronuntat la 12 ani (IG a crescut de la 0,4% la 9 ani pana 1,82% la 12 ani). Astfel,
ciclul metioninic si tipul deletiei au influente fundamentale asupra tabloului clinic la 12 ani.

Modificarea influentei (mai slaba decat in perechea descrisd mai sus) ramane la perechea
de gene MTRA2756G — MTHFR677 la 12 ani (sinergie moderata, IG = 0,84% pana la 9 ani si
1,04% pana 12 ani), deci mutatiile compuse din genele ciclurile folat si metioninic la varsta de
12 ani au o influentd mai mare asupra manifestarilor clinice decat la 9 ani.

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 incipientda a maladieli,
aplicand 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 semnificativa in patogeneza DMD.

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

Particularitatea viziunii noastre asupra patogenezei constd in considerarea maladiei tipice
monogenice DMD/B drept un rezultat integral al afectdrii genei principale (distrofina) si al
defectiunii expresiei variantelor functional slabite ale multor grupe de gene, fiecare dintre
acestea putand 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 etape ale maladiei, precum §i sa apreciem
rolul acestor gene, unite Intr-o retea genicd 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 multifactoriala dimensionald), a fost identificat rolul genelor
cercetate 1n progresarea rapida a procesului patologic. Conform postulatului clasic (formal) al
geneticii: ,,un anume semn fenotipic este rezultatul expresiei tuturor genelor, chiar daca impactul
acestora este extrem de redus”. Respectiv, este corecta si teza inversa: ,,fiecare gend actioneaza
asupra unui semn anume al organismului, chiar daca efectul ei fenotipic este extrem de redus”.
Prin recunoasterea veridicitatii acestei pozitii in planul conceptului filosofic, s-ar putea de
remarcat neconstructivitatea ei in practica.

Lucrarea noastrd demonstreaza abordarea constructivd ,fiecare gena actioneazd 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 noui paradigmi a bolilor genetice la
om. Conform acestei paradigme, exista doud clase de gene care cauzeaza boli la oameni: prima
clasa contine gene ,,specificatoare”, care determind caracteristicile bolii si a doua clasa include
gene ,,modificatoare”, sau ,,hub” care ,,servesc cresterii puterii bolii, ca urmare a mutatiilor din
genele specificatoare”.

Cercetarea noastrd 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.
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Analizand datele cercetatorilor straini si cele obtinute in cadrul acestei cercetari, Tnaintam o
viziune proprie asupra patogenezei maladiei DMD/B din punctul de vedere al abordarii
individuale, contemporane si complexe. 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 in 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. Aceastd viziune
deschide noi orizonturi in cercetarea patogeniei procesului miopatic prin prisma medicinei 4P.
(participare, personalizare, predictie, profilaxie).

In medicina contemporani, misurile terapeutice si profilactice nu sunt individualizate,
adica nu sunt directionate spre corectia modificarilor molecular-celulare concrete la persoana
respectiva, ele bazandu-se mai mult pe principii generale de ameliorare si/sau corectie a sanatatii
si a starii generale a omului. Efectul acestui mod de tratare a bolnavilor cu DMD a orientat
autorul spre cercetarea respectivda — una si aceeasi lista de medicamente, prescrise in scop de
reabilitare, a avut un efect diferit asupra evolutiei maladiei la pacienti.

Cercetarea noastra a identificat particularitati unice ale genelor metabolismului
homocisteinei si oxidului nitric la fiecare pacient cu diagnosticul DMD, care determind baza
ereditara a individualititii biochimice, amprenta irepetabild a persoanei. Fenotipul fiecarui
pacient este reflectarea particularititilor individuale ale genotipului sdu, realizat in componenta
retelelor genice locale si celor integrale. Am incercat sa remodelam esenta a trei cai metabolice
(ciclul acidului folic, ciclul metioninei — metabolismul homocisteinei, si functia endoteliala —
cresterea productiei NO, care este toxic in concentratii mari) si sa evaluam rolul a doua substante
toxice — homocisteina si oxidul nitric — la persoanele ce sufera de patologia monogena:
miodistrofia Duchenne/Becker.

Aceasta lucrare este actuala prin sinergia a doud aspecte, mereu prezente in medicind —
aspectul teoretic si cel practic. Evaluarea efectului modificator al unui sir de sisteme genetice
asupra expresiei fenotipice a bolilor monogenice este de o importantd fundamentald pentru

intelegerea patogenezei procesului patologic. Metoda modeldrii matematice ne-a permis sa

183



apreciem rolul si importanta factorilor genetici in evolutia bolii si s realizam pronosticul
decurgerii procesului patologic.

Aspectul practic al lucrdrii constd In modificarea substantiald a principiului consilierii
medico-genetice, prin identificarea formelor clinice potential severe ale DMD/B. Ca rezultat,
neurologii vor avea posibilitatea unei selectari timpurii a tratamentului individualizat, iar in unele
cazuri vor putea aplica terapii preventive in etapa presimptomatica a bolii.

In etapa actuala de dezvoltare a geneticii medicale sunt necesare cercetiri clinico-genetice
complexe pentru solutionarea problemelor legate de diagnostic, prognosticul adecvat al evolutiei
maladiei, consultarea medico-genetica efectiva si cautarea cailor de corectie terapeutica pentru
patologia data. Rezultatele cercetdrii de fatd urmeaza sa fie utilizate in practica clinicd a
neurologilor si geneticienilor, pentru a determina grupa de risc al progresarii procesului
urmate de stabilirea particularitatilor de care se va tine cont la aplicarea masurilor de corectie
metabolica individuala.

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

1. Aprecierea individuala 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.

4. Elaborarea unor masuri specifice, predominant cu caracter medicamentos, care permit
alegerea individuala a masurilor profilactice si servesc pentru prevenirea dezvoltarii Situatiilor
critice pentru sanatate.

Astfel, in cadrul acestei lucrdri au fost efectuate cercetdri 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 sanatatea bolnavilor cu miopatie.

Prezenta lucrare este actuald datoritd abordarii a doua 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.

184



Aspectul practic al lucrarii constd Tn modificarea substantiald 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

posibila efectuarea terapiei de prevenire la etapa presimptomatica a bolii.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI
Concluzii generale

Pe baza cercetarilor clinico-genealogice si populational-genetice a fost creat registrul
patologiilor neuromusculare frecvent intalnite in Republica Moldova. Frecventa acestor
maladii constituie 23,5 la 100.000 de locuitori. Dintre formele nozologice, frecventa
miodistrofiei Duchenne/Becker a constituit 9,13; miodistrofiei 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 spinala si neuropatie motosenzoriala tip 1A cu
marimea si COMpozitia nationala 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 punctiforme (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 spinala din Republica Moldova au fost identificate
deletiile exonilor 7 si/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 SMN1, ceea ce este mai frecvent decat in alte populatii.

Populatia Republicii Moldova poate fi caracterizata printr-un nivel sporit de heterozigozitate
observatd dupd 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 si a riscului agravarii procesului miopatic a relevat o
valoare statistic semnificativa pentru purtatorii 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% ClI:1,05-2,37, p=0,027).
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Baza geneticd a predispozitiei pentru progresarea procesului miopatic si invalidizare

timpurie (pana la 9 ani) este definitd 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 actioneaza ca modificatori ai manifestarilor clinice a DMD/B.

Recomandari practice

I. La nivel nagional:

1.

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

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

Elaborarea Protocoalelor Nationale Clinice si de diagnostic in domeniul neurogeneticii

(amiotrofie spinald, miopatiilor progresive si congenitale, metabolice, mitocondriale etc.).

11. Pentru dezvoltarea geneticii umane in Republica Moldova:

4.

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

Formarea grupurilor bolnavilor cu DMD/B 1in 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.

Aplicarea algoritmelor si strategiei molecular-genetice elaboratd in cadrul prezentei
cercetari 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 neuromusculara in

Moldova, obtinute in cadrul cercetarii, pot fi utilizate in procesul de studiere a patogenezei unui

mare grup de boli eterogene (miopatii mitocondriale, polineuropatie demielinizanta, miopatie
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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
continudrii activitatii de dezvoltare a metodelor molecular-genetice pentru determinarea
purtatorilor 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.

Rezultatele stiintifice care deriva din acest studiu sunt:

1. Profilul epidemiologic, spectrul si frecventele relative ale patologiilor neuromusculare
ereditare in grupul de cercetare din Republica Moldova. Frecventa acestor patologii este de
23,5:100.000 locuitori.

2. Optimizarea managementului de diagnostic al patologilor neuromusculare frecvent
intalnite in RM, care permite cresterea eficacitatii diagnosticului molecular.

3. Rezultatele cercetarii sunt puse 1n aplicare in Laboratorul de Geneticd Molecularad
Umana si in activitatea sectiilor neurologice ale IMSP Institutul Mamei si Copilului, precum si in
cabinetele de consultanta geneticd ale Centrului de Sanatate a Reproducerii si Genetica
Medicald, sub forma de protocoale clinice de management al pacientilor cu DMD si SMA si
protocoale de cercetari de laborator (20 de acte de punere in practica de rutind a Laboratorului de
Geneticd Moleculara Umana).

4. Folosind datele cercetarii, a fost elaboratdi modelarea matematica, ceea ce a permis
evaluarea rolului si a importantei factorilor genetici modificatori in timpul progresarii procesului
patologic si crearea tabelului de predictie a evolutiei acestuia.

5. Aceasta cercetare a permis largirea cooperarii cu colegii din alte tari si afilierea la
diverse societati stiintifice (InNerMeD, TREAT-NMD). Rezultatele obtinute au fost folosite la
lectiile expuse studentilor, masteranzilor, elevilor; de asemenea au fost prezentate la televiziune

si in presa specializata, in scopul popularizarii cunostintelor stiintifice.

188



10.

11.

BIBLIOGRAFIE

Kohler S., Doelken S. C., Rath A., s.a. Ontological phenotype standards for neurogenetics.
in: Hum. Mutat., 2012, vol. 33, nr. 9, p. 1333-1339.

Darras B. T., Jones H. R. Neuromuscular Problems of the Critically Il Neonate and Child.
in: Neuromuscular Disorders of Infancy, Childhood, and Adolescence: A Clinician’s
Approach, 2014, p. 885-903.

Tuffery-Giraud S., Béroud C., Leturcq F., Ben Yaou R., s.a. Genotype-phenotype analysis
in 2,405 patients with a dystrophinopathy using the UMD-DMD database: A model of
nationwide knowledgebase.in: Hum. Mutat., 2009, vol. 30, nr. 6, p. 934-945.

Kupunenko H., ®emopoB H., bapeimnukoB H., damanmu E. JI., IlomsxoB A. B.
Ho3zonornueckui CIICKTp HAaCJICACTBCHHBIX Oone3Heit HepBHOﬁ CUCTCMBbI B Tropoaax
Bonrorpan u Bonoskckwuii. in: Teneruxa, 2004, vol. 40, nr. 9, p. 1262-1267.

Bushby K., Finkel R.,. Birnkrant D. J, Case L. E., s.a. Diagnosis and management of
Duchenne muscular dystrophy, part 2: implementation of multidisciplinary care. In:
Lancet Neurol. , 2010, vol. 9, nr. 2, p. 177-189.

Birnkrant D. J., Bushby K., Bann C. M., Alman B. A., Apkon S. D., s.a. Diagnosis and
management of Duchenne muscular dystrophy, part 2: respiratory, cardiac, bone health,
and orthopaedic management. In: The Lancet Neurology, 2018, Published online January
23, p. 1-15.

Davis J., Samuels E., Mullins L. Nutrition Considerations in Duchenne Muscular
Dystrophy. In: Nutrition in Clinical Practice, 2015, vol. 30, nr. 4. p. 511-521.

[TonsxkoB A. B. Ctpaterust naeHTU(UKAIMY T€HETUYECKUX JIOKYCOB IPHU I'eTePOr€HHBIX
MEH/IeTMPYIOLINX HAC/IeACTBEHHBIX 3a0oneBanusx. [uccep. nok. Ouon. Hayk : 03.00.26. -
Mockaa, 2002. 236 c.

Chung W. Genetics of Neuromuscular Disorders. In: Neuromuscular Disorders of Infancy,
Childhood, and Adolescence: A Clinician’s Approach, 2014, p. 17-31.

Kaplan J. C., Hamroun D. The 2015 version of the gene table of monogenic
neuromuscular disorders (nuclear genome). In: Neuromuscul. Disord., 2014, vol. 24, nr.
12, p. 1123-1153.

Sobrido M. J., Cacheiro P., Carracedo A., Bertram L. Databases for neurogenetics:
Introduction, overview, and challenges. In: Hum. Mutat., 2012, vol. 33, nr. 9, p. 1311
1314.

189



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Fokkemal.F.A.C., TaschnerP.E.M., s.a. LOVD v. 2.0: the next generation in gene variant
databases Human. in: Hum. Mutat., 2011, vol. 32, nr. 5, p. 557-563.

Tian X., Liang W.-C.,, Feng Y. Wang J., Zhang V. W., s.a. Expanding
genotype/phenotype of neuromuscular diseases by comprehensive target capture/NGS. In:
Neurol. Genet., 2015, vol. 1, nr. 2, p. el4—e14.

Sacare V. K. Molecular genetic characteristics of Duchenne-Becker muscular dystrophy
in the Republic of Moldova. In: Genetika, 2008, vol. 44, nr. 10, p. 1404-1409.

Sacara V. Genetic analysis of dystrophin gene in affected males and fenmales carriers
with Duchenne/Becker muscular dystrophy in Republic of Moldova between 1992 and
2012. In: Bul. Perinatol., 2012, vol. 3, nr. 55, p. 29-36.

Lehner B. Modelling genotype-phenotype relationships and human disease with genetic
interaction networks. In: J. Exp. Biol., 2007, vol. 210, nr. Pt 9, p. 1559-66.

Nallamilli B. R. R., Ankala A., Hedge M. Molecular diagnosis of Duchenne Muscular
Dystrophy. In: Current Protocols in Human Genetics, 2014, nr. 9, vol. 25, p. 1-29.

Clarke G. M., Anderson C. A., Pettersson F. H., s.a. Basic statistical analysis in genetic
case-control studies. In: Nat. Protoc., 2011, vol. 6, nr. 2, p. 121-133.

Field A., Miles J., Field Z. Discovering Statistics Using SPSS. Publications Ltd, 2012. 992
p.

Gola D., Mahachie John J. M., Van Steen K., Konig I. R. A roadmap to multifactor
dimensionality reduction methods. in: Brief. Bioinform., 2016, vol. 17, nr. 2, p. 293-308.
Sprincean M., Barbova N., Halabudenco E., Etco L., s.a. Rolul consultului medico-genetic
in profilaxia bolilor genetice prin diagnostic citogenetic prenatal. In: Bul. Perinatol. ,
2016, vol. 1, nr.69, p. 31-38.

Sacara V., Egorov V., Usurelu N., s.a. Optimizarea masurilor de profilaxie primara a
anomaliilor de sezvoltare folatdependente in Republica Moldova. in: Bul. Perinatol. ,
2010, vol. 1, nr. 45, p. 9-17.

Sprincean M.; Halabudenco E.; Barbova N.; Egorov V., s.a. Prenatal diagnosis and
medical genetic counseling. In: Bul. Acad. stiinte a Mold., 2015, vol. 2, nr.326, p. 38—46.
Sirocova N.; Scurtu V.; Boiciuc K.; Dulap D., s.a. Asocierea mutatiilor frecvente in
genele trombofilice cu pierderile de sarcind in populatia Republicii Moldova. In: Bul.
Perinatol., 2014, vol. 1, nr.42, p. 205-210.

Bushby K. Neuromuscular diseases: Milestones in development of treatments. in:The
Lancet Neurology, 2011, vol. 10, nr. 1. p. 11-13.

190



26.

217.

28

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Bucelli R., Harms M. B. Neuromuscular Emergencies. in: Semin. Neurol., 2015, vol. 35,
nr. 6, p. 683-689.

Fardeau M., Desguerre 1. Diagnostic workup for neuromuscular diseases. in: Handb. Clin.
Neurol., 2013, vol. 113, p. 1291-1297.

Rando T. A. Recent advances in the pathogenesis and treatment of neuromuscular
diseases. In: Current Opinion in Neurology, 2012,vol. 25, nr. 5, p. 586-587.

Frazer K. L., Porter S., Goss C. The genetics and implications of neuromuscular diseases
in pregnancy. In: J. Perinat. Neonatal Nurs., 2013, vol. 27, nr. 3, p. 205-214.

Kaplan J. C. The 2009 version of the gene table of neuromuscular disorders. in:
Neuromuscul. Disord., 2009, vol. 19, nr. 1, p. 77-98.

Emery A. Population frequencies of inherited neuromuscular diseases- a world survey. in:
Neuromuscul. Disord., 1991, vol. 1, p. 19-29.

Muzzey D., Evans E. A., Lieber C. Understanding the Basics of NGS: From Mechanism
to Variant Calling. In: Curr. Genet. Med. Rep., 2015, vol. 3, no. 4, pp. 158-165.

Anziska Y. Sternberg A. Exercise in neuromuscular disease. in: Muscle and Nerve, 2013,
vol. 48, nr. 1, p. 3-20.

Buu M. C. Respiratory complications, management and treatments for neuromuscular
disease in children. in: Current Opinion in Pediatrics, 2017, vol. 29, nr. 3. p. 326-333.
Carron M. Respiratory benefits of deep neuromuscular block during laparoscopic surgery
in a patient with end-stage lung disease. in: British Journal of Anaesthesia, 2015, vol. 114,
nr. 1. p. 158-159.

Jasmi F. Al, Jumah M. Al, Algarni F., Al-Sanna’a N., s.a. Diagnosis and treatment of late-
onset Pompe disease in the Middle East and North Africa region: Consensus
recommendations from an expert group. in: BMC Neurology, 2015, vol. 15, nr. 1, p. 1-17.
Douglas A. G. L., Wood M. J. A. Splicing therapy for neuromuscular disease. in: Mol.
Cell. Neurosci., 2013, vol. 56, p. 169-185.

Mendell J. R., Rodino-Klapac L. R., Sahenk Z., Roush K. Eteplirsen for the treatment of
Duchenne muscular dystrophy. in: Ann. Neurol., 2013, vol. 74, nr. 5, p. 637-647.
Simoens S. Huys I. Market access of Spinraza (Nusinersen) for spinal muscular atrophy:
Intellectual property rights, pricing, value and coverage considerations. in: Gene Therapy,
2017, vol. 24, nr. 9. p. 539-541.

Marcoci C., Lisnic V., Gavriliuc M., Odainic O., s.a. Prevalence of Multiple Sclerosis in
the Republic of Moldova. In: Neuroepidemiology, 2016, vol. 46, nr. 3, p. 166—172.

191



41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

Sacara V., Levitschi A., Groppa S. Diagnosticului molecular-genetic in republica
Moldova: istoria si perspective. In: Bul. Perinatol., 2016, vol. 1, nr. 69, p. 20—26.

Duca M. Bioinformatica — un nou domeniu de studii in biologie pentru Republica
Moldova. in: Akademos, 2013, vol. 3, nr. 30, p. 28-35.

Heier C. R., Damsker J. M., Yu Q., Dillingham B. C., s.a. VBP15, a novel anti-
inflammatory and membrane-stabilizer, improves muscular dystrophy without side
effects. in: EMBO Mol. Med., 2013, nr. 5, p. 1569-1585.

Gonzalez-Medina S. Update on the cause of equine atypical myopathy. in: Veterinary
Record, 2015, vol. 176, nr. 6, p. 143-145.

McGreevy J. W., Hakim C. H., Mcintosh M. A., Duan D. Animal models of Duchenne
muscular dystrophy: from basic mechanisms to gene therapy. in: Dis. Model. Mech, 2015,
vol. 8, nr. 3, p. 195-213.

Yiu E. M., Kornberg A. J. Duchenne muscular dystrophy. in: Journal of Paediatrics and
Child Health, 2015,vol. 51, nr. 8. p. 759-764.

Lin B., Li Y., Han L., Kaplan A. D., s.a. Modeling and studying mechanism of dilated
cardiomyopathy using induced pluripotent stem cells derived from Duchenne Muscular
Dystrophy (DMD) patients. In: Dis. Model. Mech. , 2015, vol. 8, nr. 5, p. 457—466.

Sajjad A., Novoyatleva T., Vergarajauregui S., s.a. Lysine methyltransferase Smyd?2
suppresses p53-dependent cardiomyocyte apoptosis. In: Biochim. Biophys. Acta - Mol.
Cell Res., 2014, vol. 1843, nr. 11, p. 2556-2562.

Kinnett K., Rodger S., Vroom E., s.a. Imperatives for DUCHENNE MD: A simplified
guide to comprehensive care for duchenne muscular dystrophy. In: PLoS Curr., 2015, vol.
7, ecurrents.md.87770501e86f36f1c71e0a5882ed9bal.

Chung J., Smith A. L., s.a. Twenty-year follow-up of newborn screening for patients with
muscular dystrophy. in: Muscle and Nerve, 2016, vol. 53, nr. 4, p. 570-578.

Sage J. E., Gavin P. Musculoskeletal MRI. in: Vet. Clin. North Am. Small Anim. Pract.,
2016, vol. 46, nr. 3, p. 421-451.

In: Bul. Perinatol., 2000, vol. 4, p. 46-48.

Kunkel L. M., Monaco P., s.a. Specific cloning of DNA fragments absent from the DNA
of a male patient with an X chromosome deletion. In: Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1985,
vol. 82, nr. 14, p. 4778-4782.

Flanigan K. M. Duchenne and becker muscular dystrophies. in: Neurologic Clinics, 2014,

192



55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

vol. 32, nr. 3. pp. 671-688.

Humbertclaude V., s.a. Phenotypic heterogeneity and phenotype-genotype correlations in
dystrophinopathies: Contribution of genetic and clinical databases. in: Rev. Neurol.
(Paris), 2013, vol. 169, nr. 8-9, p. 583-594.

Koenig M., Hoffman E. P., Bertelson C. J., s.a. Complete cloning of the Duchenne
Muscular Dystrophy (DMD) cDNA and preliminary genomic organization of the DMD
gene in normal and affected individuals. in: Cell, 1987, vol. 50, nr. 3, p. 509-517.
Dubowitz V., Cohn R. D. Dystrophin and Duchenne dystrophy. In: Neuromuscular
Disorders, 2015, vol. 25, nr. 5, p. 361-362.

Bengtsson N. E., Hall J. K., Odom G. L., s.a. Muscle-specific CRISPR/Cas9 dystrophin
gene editing ameliorates pathophysiology in a mouse model for Duchenne muscular
dystrophy. In: Nat. Commun., 2017, vol. 8, p. 1-9.

Wang Y., Marino-Enriquez A., Bennett R. R., s.a. Dystrophin is a tumor suppressor in
human cancers with myogenic programs. In: Nat. Genet., 2014, vol. 46, no. 6, pp. 601—
606.

Bies R. D., Friedman D., s.a. Expression and localization of dystrophin in human cardiac
Purkinje fibers. In: Circulation, 1992, vol. 86, nr. 1, p. 147-153.

Ameen V., Robson L. G. Experimental models of duchenne muscular dystrophy:
relationship with cardiovascular disease. In: Open Cardiovasc. Med. J., 2010, vol. 4, nr.1,
p.265-277.

Muntoni F., Torelli S., Ferlini A. Dystrophin and mutations: One gene, several proteins,
multiple phenotypes. In: Lancet Neurology, 2003, vol. 2, nr. 12. p. 731-740.

Desguerre 1., Christov C., Mayer M., s.a. Clinical heterogeneity of Duchenne muscular
dystrophy (DMD): Definition of sub-phenotypes and predictive criteria by long-term
follow-up. In: PL0S One, 2009, vol. 4, nr. 2, p. e4347.

Henderson D. M., Lin A. Y., Thomas D. D., Ervasti J. M. The carboxy-terminal third of
dystrophin enhances actin binding activity. in: J. Mol. Biol., 2012, vol. 416, nr. 3, p. 414—
424.

Gazzoli 1., Pulyakhina 1., Verwey N. E., Ariyurek Y., Laros J. F. J., s.a. Non-sequential
and multi-step splicing of the dystrophin transcript. in: RNA Biol., 2016, vol. 13, nr. 3, p.
290-305.

Tian L. J., Cao J. H., Deng X. Q., Zhang C. L., Qian T., s.a. Gene expression profiling of

Duchenne muscular dystrophy reveals characteristics along disease progression. in: Genet.

193



67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

Mol. Res., 2014, vol. 13, nr. 1, p. 1402-11.

Arsanto J. P., Caubit X., Rivier F., s.a. Expression patterns of dystrophin products,
especially of apodystrophin- 1/Dp71, in the neural retina of Amphibian urodele
Pleurodeles waltl. In: Int. J. Dev. Biol., 1999, vol. 43, nr. 1, p. 75-83.

Muntoni F., Gobbi P., Sewry C., Sherratt T., s.a. Deletions in the 5’ region of dystrophin
and resulting phenotypes. In: J. Med. Genet., 1994, vol. 31, nr. 11, p. 843-847.

Lim B. C., Lee S., Shin J.-Y., Kim J.-1., s.a. Genetic diagnosis of Duchenne and Becker
muscular dystrophy using next-generation sequencing technology: comprehensive muta-
tional search in a single platform. In: J. Med. Genet., 2011, vol. 48, nr. 11, p. 731-736.
Nicholson L. V, Bushby K. M., Johnson M. A., s.a.Dystrophin expression in Duchenne
patients with “in-frame” gene deletions. In: Neuropediat., 1993, vol. 24, nr. 2. p. 93-97.
Park K. S., Oh D. Gene therapy for muscular dystrophies: progress and challenges. in:J
Clin Neurol, 2010, vol. 6, nr. 3, p. 111-116.

Hoffman E. P., Bronson A., Levin A. A, s.a. Restoring dystrophin expression in duchenne
muscular dystrophy muscle: Progress in exon skipping and stop codon read through. in:
American Journal of Pathology, 2011, vol. 179, nr. 1. p. 12-22.

Aartsma-Rus A., Straub V., Hemmings R., s.a. Development of Exon Skipping Therapies
for Duchenne Muscular Dystrophy: A Critical Review and a Perspective on the
Outstanding Issues. In: Nucleic Acid Ther. 2017, nr. 27, vol. 5, p. 251-259.

McGreevyJ. W., HakimC. H., McIntoshM. A., DuanD. Animal models of Duchenne
muscular dystrophy: from basic mechanisms to gene therapy. in: Disease Models &
Mechanisms, 2015, nr. 8, p. 195-213.

Niks E. H., Aartsma-Rus A. Exon skipping: a first in class strategy for Duchenne
muscular dystrophy. In: Expert Opinion on Biological Therapy, 2017, vol. 17, nr. 2. p.
225-236.

Dick E., Kalra S., Anderson D., George V., s.a. Exon Skipping and Gene Transfer Restore
Dystrophin Expression in Human Induced Pluripotent Stem Cells-Cardiomyocytes
Harboring DMD Mutations. In: Stem Cells Dev., 2013, vol. 22, nr. 20, p. 2714-2724.
Ghosh T.. Basu U. Cis-acting sequence elements and upstream open reading frame in
mouse utrophin-A 5'-UTR repress cap-dependent translation. In: PLoS One, 2015, vol. 10,
nr. 7, p.1-13.

Fairclough R. J., Wood M. J., Davies K. E. Therapy for Duchenne muscular dystrophy:

renewed optimism from genetic approaches.in: Nat. Rev. Genet., 2013, vol. 14, nr. 6, p.

194



79.

80.

81.

82

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

373-8.

Arnold E. S, Fischbeck K. H. Spinal muscular atrophy. Handbook of Clinical Neurology,
2018, 148 p.

Giavazzi A., Setola V., Simonati A., Battaglia G. Neuronal-specific roles of the survival
motor neuron protein: evidence from survival motor neuron expression patterns in the
developing human central nervous system. in: J. Neuropathol. Exp. Neurol., 2006, vol. 65,
nr. 3, p. 267-277.

Lumaka A., Bone D., Lukoo R ., s.a. Werdnig-Hoffmann disease: Report of the first case
clinically identified and genetically confirmed in Central Africa (Kinshasa-Congo). in:
Genet. Couns., 2009, vol. 20, nr. 4, p. 349-358.

Godlewski C.A, Castellanos P.F. Pre-emptive awake airway management under
dexmetomidine sedation in a parturient whith muscular atrophy type-2. In: Intern. J. of
Obstetric Anesthesia, 2017, vol. 33, p.81-84.

Jae N., Preusser C., Kruger T., Tkacz I. D., Engstler M., Michaeli S., Bindereif A.
snRNA-specific role of SMN in trypanosome snRNP biogenesis in vivo. In: RNA Biol.,
2011, vol. 8, nr. 1, p. 90-100.

Nishio H., Ishikawa Y., Lee M. J., s.a. High incidence of a survival motor neuron gene/
(c)BCD541 gene ratio of 2 in Japanese parents of spinal muscular atrophy patients: A
characteristic background of spinal muscular atrophy in Japan?. in: J. Neurol., 1999, vol.
246, nr. 1, p. 48-52.

Fallini C., Bassell G. J., Rossoll W. Spinal muscular atrophy: The role of SMN in axonal
mRNA regulation. In: Brain Research, 2012, vol. 1462. p. 81-92.

Faravelli I., Nizzardo M., Comi G. P., Corti S. Spinal muscular atrophy-recent therapeutic
advances for an old challenge. In: Nature Reviews Neurology, 2015, vol. 11, nr. 6. p. 351—
359.

Kerr D. A, Nery J. P., Traystman R. J., Chau B. N., Hardwick J. M. Survival motor
neuron protein modulates neuron-specific apoptosis. In: Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A,,
2000, vol. 97, nr. 24, p. 13312-7.

Amara A., Adala L., Ben Charfeddine 1., s.a. Correlation of SMN2, NAIP, p44, HAF5 and
Occludin genes copy number with spinal muscular atrophy phenotype in Tunisian
patients. In: Eur. J. Paediatr. Neurol., 2012, vol. 16, nr. 2, p. 167-174.

Ratni H., Karp G. M., Weetall M., s.a. Specific Correction of Alternative Survival Motor

Neuron 2 Splicing by Small Molecules: Discovery of a Potential Novel Medicine to Treat

195



90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

Spinal Muscular Atrophy. in: J. Med. Chem., 2016, vol. 59, nr. 13, p. 6086—6100.

Team H., Julia M., Daley M. s.a. Correct Splicing : The Desolation of SMA Interactions
Between Gemin-2 and SMN. In: Med. Coll. Wisconsin, Cent. Biomol. Model, 2014., p. 2-
10.

Luo M., Liu L., Peter I., s.a. An Ashkenazi Jewish SMN1 haplotype specific to
duplication alleles improves pan-ethnic carrier screening for spinal muscular atrophy. in:
Genet. Med., 2014, vol. 16, nr. 2, p. 149-156.

Zeng J., Lin Y., Yan A., s.a. Establishment of a molecular diagnostic system for spinal
muscular atrophy experience from a clinical laboratory in china. in: J. Mol. Diagn., 2011,
vol. 13, nr. 1, p. 41-47.

Naryshkin N. A., Weetall M., Dakka A., s.a. SMN2 splicing modifiers improve motor
function and longevity in mice with spinal muscular atrophy. in: Science, 2014, vol. 345,
nr. 6197, p. 688-693.

Khaniani M. S., Derakhshan S. M., Abasalizadeh S. Prenatal diagnosis of spinal muscular
atrophy: clinical experience and molecular genetics of SMN gene analysis in 36 cases. In:
J. Prenat. Med., 2013, vol. 7, nr. 3, p. 32-4.

Akbari M. T., Noruzinia M., Mozdarani H., Hamid M. Determination of exon 7 SMN1
deletion in Iranian patients and heterozygous carriers by quantitative real-time PCR. in: J.
Genet., 2011, vol. 90, nr. 1, p. 133-136.

Hua Y., Sahashi K., Rigo F., Hung G., s.a. Peripheral SMN restoration is essential for
long-term rescue of a severe spinal muscular atrophy mouse model. in:Nature, 2011, vol.
478, nr. 7367, p. 123-126.

Li D. K., Tisdale S., Lotti F., Pellizzoni L. SMN control of RNP assembly: From post-
transcriptional gene regulation to motor neuron disease. in: Seminars in Cell and
Developmental Biology, 2014, vol. 32. p. 22-29.

Darras B., Markowitz J., MonaniU., s.a. Neuromuscular Disorders of Infancy, Childhood,
and Adolescence (Second Edition). A Clinician's Approach. In: Academic press, 2015, p.
117-145.

Hua Y., Sahashi K., Hung G., s.a. Antisense correction of SMN2 splicing in the CNS
rescues necrosis in a type 11l SMA mouse model. in: Genes Dev., 2010, vol. 24, nr. 15, p.
1634-1644.

Gubitz A. K., Feng W., Dreyfuss G. The SMN complex. in: Experimental Cell Research,
2004, vol. 296, nr. 1. p. 51-56.

196



101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.
110.

111.

112.

Zhang R., So B. R, Li P, Yong J., s.a. Structure of a key intermediate of the SMN
complex reveals Gemin2’s crucial function in snRNP assembly. In: Cell, 2011, vol. 146,
n. 3, p. 384-395.

d’Ydewalle C., Ramos D. M., Pyles N. J., s.a. The Antisense Transcript SMN-AS1
Regulates SMN Expression and Is a Novel Therapeutic Target for Spinal Muscular
Atrophy. In: Neuron, 2017, vol. 93, nr. 1, p. 66—79.

Mercuri E., Darras B. T., Chiriboga C. A., s.a. Nusinersen versus Sham Control in Later-
Onset Spinal Muscular Atrophy. In: N. Engl. J. Med., 2018, vol. 378, nr.7, p. 625-635.
Bertini E., Dessaud E., Mercuri E., Muntoni F., s.a. Safety and efficacy of olesoxime in
patients with type 2 or non-ambulatory type 3 spinal muscular atrophy: a randomised,
double-blind, placebo-controlled phase 2 trial. In: Lancet Neurol., 2017, vol.16, nr. 7,
p.513-522.

Calder A. N., Androphy E. J., Hodgetts K. J. Small Molecules in Development for the
Treatment of Spinal Muscular Atrophy. in: Journal of Medicinal Chemistry, 2016, vol. 59,
nr. 22. p. 10067-10083.

Glanzman A. M., Mazzone E., Main M., s.a. The Children’s Hospital of Philadelphia
Infant Test of Neuromuscular Disorders (CHOP INTEND): Test development and
reliability. In: Neuromuscul. Disord., 2010, vol. 20, nr. 3, p. 155-161.

Kuntz N., Farwell W., Zhong Z. J., .s.a. Nusinersen in Infants Diagnosed with Spinal
Muscular Atrophy (SMA): Study Design and Initial Interim Efficacy and Safety Findings
from the Phase 3 International ENDEAR Study (CCI1.002). in: Neurology, 2017, vol. 88,
no. 16 Supplement, p.1526-632X.

Natale R., Scott S. H., Camejo S. T, Hernandez M., Sellas-Lamberty O. Cherish the
family: A program model of strengths and attachment in reunifying substance-abusing
mothers with their children. In: Child Welfare, 2012, vol. 91, nr. 5, p. 73-95.

Lou K.-J. Selectively splicing SMN2. In: SciBX, 2014, vol. 7, nr. 34, p. 1-3.

Hwee D. T., Kennedy A. R., Hartman J. J., s.a. The Small-Molecule Fast Skeletal
Troponin Activator, CK-2127107, Improves Exercise Tolerance in a Rat Model of Heart
Failure. In: J. Pharmacol. Exp. Ther., 2015, vol. 353, nr. 1, p. 159-168.

Mendell J. R., Al-Zaidy S., Shell R., s.a. AVXS-101 Phase 1 gene therapy clinical trial in
SMA Type 1: Event free survival and achievement of developmental milestones. In: Eur.
J. Paediatr. Neurol., 2017, vol. 21, p. e13-el4.

Landrieu P., Baets J., De Jonghe P. Hereditary motor-sensory, motor, and sensory

197



113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

neuropathies in childhood. in: Handb. Clin. Neurol., 2013, vol. 113, p. 1413-1432.
McDonald C. M. Clinical approach to the diagnostic evaluation of hereditary and acquired
neuromuscular diseases. In: Physical Medicine and Rehabilitation Clinics of North
America, 2012, vol. 23, nr. 3. p. 495-563.

Bird T.D. Charcot-Marie-Tooth (CMT) Hereditary Neuropathy Overview. In:
GeneReviews® [Internet]. Seattle (WA): University of Washington, Seattle; 1993-
2019.https://www.ncbi.nIm.nih.gov/sites/books/NBK 1358/ (vizitat 10.01.2019).

Jones E. A., Brewer M. H., Srinivasan R. Distal enhancers upstream of the Charcot-
Marie-Tooth type 1A disease ene PMP22. In: Hum. Mol. Genet., 2012, vol. 21, nr. 7, p.
1581-1591.

van Paassen B.W., van der Kooi A.J., van Spaendonck-Zwarts K.Y., s.a. PMP22 related
neuropathies: Charcot-Marie-Tooth disease type 1A and Hereditary Neuropathy with
liability to Pressure Palsies. in: Orphanet Journal of Rare Diseases, 2014, vol. 9, nr. 38, p.
1-15.

H. B. MepcusHoBa. KaptupoBanue u uaeHTH(UKAIMSA HOBOTO JIOKyca aKCOHAJIBHON
(dbopMBI HacIeICTBEHHON MOTO-ceHcopHOU Helpomnartuu :bonesnn lapko-Mapu-Tyta II
tuna. ABropedepar kanauaat ononorndeckux Hayk, 2001. 21 c.

Timmerman V., Strickland A. V., Ziichner S. Genetics of Charcot-Marie-Tooth (CMT)
Disease within the Frame of the Human Genome Project Success. in: Genes, 2014, vol. 5,
nr. 1, p. 13-32.

Hoyle J.C., Isfort M.C., Roggenbuck J., Arnold W.D. The genetics of Charcot—Marie—
Tooth disease: current trends and future implications for diagnosis and management. In:
Appl Clin Genet., 2015,vol. 8, p. 235-243.

Gess B., Baets J., De J. P., s.a. Ascorbic acid for the treatment of Charcot-Marie-Tooth
disease. In: Cochrane Database of Systematic Reviews, 2015, nr. 12, p. 1-67.

Levin B. L, Varga E. MTHFR: Addressing Genetic Counseling Dilemmas Using
Evidence-Based Literature. in: Journal of Genetic Counseling, 2016, vol. 25, nr. 5. p.
901-911.

Moll S., Varga E. A. Homocysteine and MTHFR mutations. In: Circulation, 2015, vol.
132, nr. 1, p. e6-€69.

Garcia-Minguillan C. J., Fernandez-Ballart J. D., Ceruelo S., s.a. Riboflavin status
modifies the effects of methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) and methionine

synthase reductase (MTRR) polymorphisms on homocysteine. In: Genes Nutr., 2014, vol.

198



124.

9, nr. 6, p. 435.

Yang B., Fan S., Zhi X., s.a. Association of MTHFR A1298C polymorphism (but not of
MTHFR C677T) with elevated homocysteine levels and placental vasculopathies. In:
PLoS ONE, 2014, vol. 9, nr. 2, p. e87497

125.Cordani N., Pisa V., Pozzi L., C Sciorati, E Clementi. Nitric Oxide Controls Fat Deposition

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

in Dystrophic Skeletal Muscle by Regulating Fibro Adipogenic Precursor Differentiation
in: Stem cells, 2014, vol. 32, nr. 4, p. 874-885.

Zhang J., Zheng Y. G. SAM/SAH Analogs as Versatile Tools for SAM-Dependent
Methyltransferases. In: ACS Chemical Biology, 2016, vol. 11, nr. 3. p. 583-597.

Li W. X,, Dai S. X,, Zheng J. J., Liu J. Q., Huang J. F. Homocysteine metabolism gene
polymorphisms (MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTR A2756G and MTRR A66G)
jointly elevate the risk of folate deficiency. in: Nutrients, 2015, vol. 7, nr. 8, p. 6670—
6687.

Liew S.-C., Gupta E.D. Methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) C677T
polymorphism: Epidemiology, metabolism and the associated diseases. in: European
Journal of Medical Genetics, 2015, vol. 58, nr. 1, p. 1-10.

Wang P., Li S., Wang M., He J., Xi S. Association of MTRR A66G polymorphism with
cancer susceptibility: Evidence from 85 studies. In: Journal of Cancer, 2017, vol. 8, nr. 2,
p. 266-277.

Wang Y., Liu Y., Ji W., s.a.Analysis of MTR and MTRR Polymorphisms for Neural Tube
Defects Risk Association. in: Medicine (Baltimore), 2015, vol. 94, nr. 35, p. e1367
Zara-Lopes T., Gimenez-Martins A.P.A., Nascimento-Filho C.H.V., s.a. Role of MTHFR
C677T and MTR A2756Gpolymorphisms in thyroid and breast cancer development. In:
Genet. Mol. Res., 2016, vol. 15, nr. 2, p. 1-11.

Buchwalow I. B., Minin E. A., Miiller F.-U., s.a. Nitric oxide synthase in muscular dystrophies: a
re-evaluation.. in: Acta Neuropathol., 2006, vol.111, nr. 6, p. 579-88.

Grandvuillemin 1., Buffat C., Boubred F., s.a. Arginase upregulation and eNOS uncoupling
contribute to impaired endothelium-dependent vasodilation in a rat model of intrauterine
growth restriction. In: Am. J. of Physiology,2018, vol. 315, nr. 3, p. R509-R520.
Torgerson D.G., Giri T., Druley T.E., Zheng J., s.a. Pooled Sequencing of Candidate
Genes Implicates Rare Variants in the Development of Asthma Following Severe RSV
Bronchiolitis in Infancy. In: PL0S ONE, 2015, vol. 10, nr. 11, p. e0142649.

da Silva R., Trapé A., Reia T., Lacchini R., s.a. Association of endothelial nitric oxide

199



136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

synthase (eNOS) gene polymorphisms and physical fitness levels with plasma nitrite
concentrations and arterial blood pressure values in older adults. in: PLoS ONE, 2018,
vol. 13, nr. 10, p. e0206254.

Sansbury B. E., Hill B.G. Regulation of obesity and insulin resistance by nitric oxide in:
Free Radical Biology and Medicine, 2014, p. 73383-399.

Takahashi T., Harris R. C. Role of Endothelial Nitric Oxide Synthase ( eNOS ) in Diabetic
Nephropathy ; Lessons from Diabetic eNOS Knockout Mice. in: J. Diabetes Res., 2014,
vol. 2014, p. 1-17.

Dabiré H., Barthélémy I., Blanchard-Gutton N., s.a. Vascular endothelial dysfunction in
Duchenne muscular dystrophy is restored by bradykinin through upregulation of eNOS
and nNOS. In: Basic Res. Cardiol., 2012, vol. 107, nr. 1, p. 240-246.

Li Q., Yon J,, Cai H., Angeles C. L., Angeles L. Mechanisms and Consequences of eNOS
Dysfunction in Hypertension. In: J. Hypertens., 2016, vol. 33, nr. 6, p. 1128-1136.

Peng H., Zhuang Y., Chen Y., Rizzo A. N., Chen W. The characteristics and regulatory
mechanisms of superoxide generation from eNOS reductase domain. in:PLoS One, 2015,
vol. 10, no. 10, p. e0140365.

SuJin Bo. Vascular endothelial dysfunction and pharmacological treatment.in: World J
Cardiol., 2015, vol. 7, nr. 11, p. 719-741.

Vanini F., Kashfi K., Nath N. The dual role of iNOS in cancer. in: Redox Biology, 2015,
vol. 6. p. 334-343.

Akhter M. S., Biswas A., Saxena R. Role of endothelial nitric oxide synthase gene in
vascular diseases. In: Eastern Journal of Medicine. 2009, vol. 14, (2) p.46-50.

Sukriti S., Tauseef M., Yazbeck P., Mehta D. Mechanisms regulating endothelial
permeability. in: Pulm Circ, 2014, vol. 4, nr. 4, p. 535-551.

Kraehling J.R., Sessa W.C. Contemporary Approaches to Modulating the Nitric Oxide—
cGMP Pathway in Cardiovascular Disease. in: Circulation Research, 2017, vol. 120, nr. 7,
p. 1174-1182.

Li H., Horke S., Forstermann U. Vascular oxidative stress, nitric oxide and
atherosclerosis. in: Atherosclerosis, 2014, vol. 237, nr. 1. p. 208-219.

Luo S., Lei H., Qin H., Xia Y. Molecular Mechanisms of Endothelial NO Synthase
Uncoupling. In: Current Pharmaceutical Design, 2014, vol. 20, p. 3548-3553.

Bandara N., Gurusinghe S., Lim S. Y., s.a. Molecular control of nitric oxide synthesis

through eNOS and caveolin-1 interaction regulates osteogenic differentiation of adipose-

200



149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

derived stem cells by modulation of Wnt/p-catenin signaling. In: Stem Cell Res. Ther.,
2016, vol. 7, nr. 1, p. 1-15.

Tomuschat C., O’Donnell A. M., Coyle D., s.a. NOS-interacting protein (NOSIP) is
increased in the colon of patients with Hirschsprungs’s disease. In: J. Pediatr. Surg., 2017,
vol. 52, nr. 5, p. 772-7717.

Gavriluic A., Sacara V., Grigori E. Elaborarea masurilor diagnostice, profilactice si
organizator —metodice privind patologiile ereditare si congenitale. in: Bul. Perinatol.,
2002, vol. 2, p. 9-14.

Sacara V., Egorov V., Groppa S., Stratila M., Mosin V. Medico- genetic assistance in the
Republic of Moldova. In: Bul. Acad. stiinte a Mold., 2010, vol. 2, nr. 311, p. 84-89.
Emery A. Diagnostic criteria for neuromuscular disorders.Royal Society of Medicine Pr
Ltd; 2 edition (January 1, 1997), 104 p.

Bushby K., Finkel R., Birnkrant D. J., Case L. E., s.a. Diagnosis and management of
Duchenne muscular dystrophy, part 1: diagnosis, and pharmacological and psychosocial
management. In: The Lancet Neurology, 2010, vol. 9, nr. 1, p. 77-93.

Cecile A., Janssens J. W., loannidis J. P. A., Van Duijn C. M., Little J., Khoury M. J.
Strengthening the reporting of genetic risk prediction studies: The GRIPS statement. in:
European Journal of Clinical Investigation, 2011, vol. 41, nr. 9. p. 1004-1009.
Chamberlain J. S. Deletion screening of the Duchenne muscular dystrophy via multiplex
DNA amplification. In: Nucleic Acids Res., 1988, vol. 16, nr. 23, p. 11141-11156.

Beggs A., Koenig M., Boyce F., Kunkel L. Detection of 98% of DMD/BMD gene
deletions by polymerase chain reaction. in: Hum Genet., 1990, vol. 86, nr. 1, p. 45-48.
Ashton Emma J., Yau C Shu., Deans Z. C. Simultaneous mutation scanning for gross
deletions, duplications and point mutations in the DMD gene. in: Eur. J. Hum. Genet.,
2008, vol. 16, p. 53-61.

Sacara V. Metodele molecular-genetice aplicate in neuropediatrie in Republica Moldova.
in: Bul. Perinatol., 2004, vol. 2, p. 254-257.

Hlistun V., Boiciuc K., Scurtu V., Usurelu N., Sacarda V. Dereglari la nivelul genelor
ciclului folat si metioninic la femei cu pierderi reproductive. In: Bul. Perinatol., 2014, vol.
63, p. 39-43.

Peopora O. Craructuueckwii aHain3 MEIUIMHCKUX JaHHBIX. [IpuMeHeHume makeTa
MPUKIIAAHBIX TporpaMmM Statistica. Mocksa: Meaua Cdepa, 2002, 312 c.

Kaitnanos JI. I'enetuka nomynsuuit, Mocksa: Beiciias mikona. Mocksa, 1996, 320 c .

201



162.

163.

164

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

Sacara V., Levitchi A., Groppa S., Duca M., Mosin V. Spectrul nozologic al bolilor
ereditare ale sistemului nervos si particularitatile raspandirii patologiilor neuro-musculare
in Republica Moldova. in: Bul. Perinatol., 2012, vol. 3, nr. 55, p. 36-44.

Cakaps B., Mommn B., Pycy JI., Ctpatuna P. MOHUTOpPUHT BpOXICHHON U
HACJICJICTBEHHOW TaTOJIOruu. Mepbl MpoIakTUKH B peciydmuke Mommosa. in: Bul.
Perinatol., 2007, vol. 1, p. 29-32.

Sacara V., Grigori E., Gavriliuc A., s.a. Elaboborarea si optimizarea masurilor
diagnostice, profilactice si organizator-metodice a patologiilor ereditare si congenitale. In:
Bul. Perinatol., 2004, vol. 1, p. 38-41.

Benptumies FO.E., Temun II.A. HacnenacrBenHble OONE3HM HEPBHOW CHCTEMBI. M.:
Mennmna, 1998, 496 c.

Boiciuc Kiril, Usurelu N., Stratila M., Sacara. V. Fenilcetonuria in Republica Moldova -
diagnosticul prin screening neonatal si analiza molecular genetici. In: Patologa
malformativa neonatald, 2013, p. 146-153.

Xapr[ep II. HpaKTI/I‘leCKOG MCAUKO-TCHCTHYCCKOC KOHCYJIIbTUPOBAHHUC. Mockaa:
Mennmna, 1984, 304 c.

Sacara V. Screening-ul molecular-genetic al mutatiilor majore in cazul afectiunilor
monogene frecvente ale sistemului nervos. In: Bul. Perinatol., 2007, vol. 2, p. 15-19.
Wnnapuomkun C. H., IBanoBa-Cmonenckas U. A., Mapkosa E. J[. IHK-aunarnoctuka u
MCAUKO-TCHCTUUCCKOC KOHCYJIBTHPOBAHUC B HCBPOJOI'UH. Mocksa: Me)lI/ILII/IHCKOC
nHpopmanroHHoe areuctso, 2002, 591 c.

Hanmanmu E. JI. HacnenacTBeHHble HEpPBHO-MBINIEYHBIE 3a00JIEBaHUS: JUArHOCTHKA U
ME/IMKO-TeHEeTUYUeCKOe KOHCYIbTUpoBaHue. ABToped. auc. 1.M.H. MockBa, 1999. 35 c.
Sacara V., Mosin V., Stratila M., s.a. Morbiditatea prin maladii ereditare si congenitale.
Masurile de profilaxie. In: Bul. Perinatol., 2007, vol. 4, p. 23-26.

Sacara V. Particularitatile clinica si molecular-genetice ale patologiilor neuromusculare in
Republica Moldova. In: Rev. Neurol. si Psihiatr. a copilului si Adolesc. din Rom., 2017,
vol. 23, nr. 3, p. 63-73.

Sacara V., llina E. Primary calpoinopathy, the new mutation detected in the CAPN3 gene
(the case of Moldavian LGND2A patient. In: Eur. J. Hum. Genet., 2007, vol. 15, nr. 1, p.
184.

Holland A., Carberry S., Ohlendieck K. Proteomics of the dystrophin-glycoprotein
complex and dystrophinopathy. in: Curr. Protein Pept. Sci. , 2013, p. 1-18.

202



175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

Breiling A., Lyko F. Epigenetic regulatory functions of DNA modifications: 5-
methylcytosine and beyond. in: Epigenetics & Chromatin, 2015, vol. 8, nr. 1, p. 24.
Muntoni F., Torelli S., Ferlini A. Dystrophin and mutations: One gene, several proteins,
multiple phenotypes. In: Lancet Neurology, 2003, nr.12, p. 731-40.

Lee B., Nam S., Lee J., Ki C., s.a. Genetic Analysis of Dystrophin Gene for Affected
Male and Female Carriers with Duchenne/Becker Muscular Dystrophy. in: J Korean Med
Sci, 2012, vol. 27, p. 274-280.

Fokkema 1., del Dunnen J., Taschner P. LOVD: easy creation of locus-specific sequence
variation database using an “LSDB-in-a-box*“ approach. in: Hum. Mutat, 2005,vol. 26, p.
63-68.

Murugan S., Chandramohan A., Lakshmi B. Use of multiplex ligation-dependent probe
amplification (MLPA) for Duchenne muscular dystrophy (DMD) gene mutation analysis,.
in: Indian J. Med. Res., 2010, nr. 132, p. 303-311.

Murugan S.M., Arthi C., Thilothammal N., Lakshmi B.R. Carrier detection in Duchenne
muscular dystrophy using molecular methods. In: Indian J. Med. Res., 2013, vol. 137, nr.
6, p. 1102-11.

Sirocova N., Sacara V. Studierea locusurilor polimorfe D5S557, D5S435, care flancheaza
gena SMN (survival motor neuron) in familii cu Atrofia musculard spinald Werdnig-
Hoffmann. in: Bul. Perinatol., 2003, nr. 2, p. 16-21.

Zarate-aspiros R., Rosas-sumano A. B., Paz-pacheco A., s.a. Atrofia muscular espinal tipo
1: enfermedad de Werdnig-Hoffmann. in: Bol Med Hosp Infant Mex, 2013, vol. 70, nr. 1,
p. 44-48.

Grosu I., Scurtu V., Stratila R., Sacara V. Diagnosticul Prenatal al Distrofiei musculare
Duchenne si Atrofiei musculare spinale pe parcursul a 4 ani si eficacitatea metodologiilor
de diagnostic existente in R.Moldova. In: Bul. Perinatol., 2014, vol. 3, nr. 63, p. 8-13.
Butchbach M.E.R. Copy Number Variations in the Survival Motor Neuron Genes:
Implications for Spinal Muscular Atrophy and Other Neurodegenerative Diseases. In:
Front. Mol. Biosci., 2016, vol. 3, nr. 7, p. 1-10.

Sacarda V. Aspecte contemporane ale neuropatiilor motosenzoriale ereditare in baza
realizarilor genetico-moleculare. In: Bul. Perinatol., 2002, vol. 1, p. 22—26.

Sacara V. Aspecte clinico-genetice ale neuropatiilor senzitivo-motorii ereditare in
Republica Moldova. In: Bul. Acad. stiinte a Mold., 2008, vol. 5, nr. 19, p. 255-259.

Nightingale H., Pfeffer G., Horvath R. Chronic and slowly progressive weakness of the

203



188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198

199.

200.

legs and hands. In: BMJ, 2014, vol. 348, nr. 15, p. 459-464.

Lupski J., Montes de Oca-Luna S., Slaugenhaupt R., s.a. DNA duplication associated with
Charcot-Marie-Tooth disease type 1A. In: Cell, 1991, vol. 66, p. 219-239.

Mittendorf K. F, Marinko J.T., Hampton C.M., s.a. Peripheral myelin protein 22 alters
membrane architecture. In: Science Advances, 2017, vol. 3, nr. 7, p. €1700220

Fridman V., Bundy B., Reilly M. M., s.a. CMT subtypes and disease burden in patients
enrolled in the Inherited Neuropathies Consortium natural history study: a cross-sectional
analysis. In: J. Neurol. Neurosurg. Psychiatry, 2014, p. 1-6.

Zhou Y., Notterpek L. Promoting peripheral myelin repair. in: Experimental Neurology,
2016, vol. 283, p. 573-580.

Collins S. L., Impey L. Prenatal diagnosis: Types and techniques. In: Early Human
Development, 2012, vol. 88, nr. 1. p. 3-8.

Sacara V. Analiza genetica a genei distrofinei la barbatii bolnavi si femeile purtatoare cu
distrofie musculardi Duchenne/Becker in Republica Moldova (1992-2012). in: Bul.
Perinatol., 2012, vol. 3, nr. 55, p. 29-35.

Esposito G., Ruggiero R., Savarese M., s.a. Prenatal molecular diagnosis of inherited
neuromuscular diseases : Duchenne/Becker muscular dystrophy , myotonic dystrophy type
1 and spinal muscular atrophy. in: Clin Chem Lab Med, 2013, p. 6-12.

Scurtu V., Sacara V.Stratila M. Diagnosticul prenatal al patologiilor neuromusculare
intalnite in Republica Moldova. In: Patologia malformativa neonatala, 2013, pp. 72-81.
Lopez-Hernandez L., Gomez-Diaz B., Escobar-Cedillo R., s.a. Duchenne muscular
dystrophy in a developing country: Challenges in management and genetic counseling. In:
Genetic counseling, 2014, vol. 25, p. 129-141.

Wang Y., Yang Y., Liu J., s.a. Whole dystrophin gene analysis by next-generation
sequencing: a comprehensive genetic diagnosis of Duchenne and Becker muscular
dystrophy. In: Mol Genet Genomics, 2014, vol. 289, nr. 5, p.1013-1021.

. Kolb Stephen J., Kissel J ohn T. Spinal Muscular Atrophy A Timely Review. in: Arch

Neurol., 2011, vol. 68, nr.8, p. 1-11.

Li W. How do SMA-linked mutations of SMN1 lead to structural/functional deficiency of
the SMA protein? In: PL0oS One, 2017, vol. 12, nr. 6, p. 0178519

Potnis-lele M. Genetic etiology and Diagnostic strategies for Duchenne and Becker
Muscular Dystrophy : A 2012 update. In: Indian J. Basic Appl. Med. Res., 2012, vol.2, nr.
5, p. 357-369.

204



201.

202.

203.

204.

205.

206.

207.

208.

209.

210.

211.

212.

213.

Miorin M., Todorova A., Vitiello L. Detection of Heterozygotes for Intragenic Deletions
in Families with Recurrence of Duchenne or Becker Muscular Dystrophy. in: Basic Appl.
Myol., 1997, vol. 7 (3), nr. 1, p. 265-269.

Katsanis S. H., Katsanis N. Molecular genetic testing and the future of clinical genomics.
In:Nat. Publ. Gr., 2013, vol. 14, nr. 6, p. 415-426.

Parks M., Court S., Clear S., s.a. Non invasive prenatal diagnosis of Duchenne and
Becker muscular dystrophies by relative haplotype dosage. In: Prenatal Diagnosis, 2016,
vol. 36, p. 312-320

Helderman-van den Enden A. T. J. M., Madan K., Breuning M. H., s.a. An urgent need for
a change in policy revealed by a study on prenatal testing for Duchenne muscular
dystrophy. In: Eur. J. Hum. Genet., 2013, vol. 21, nr. 1, p. 21-6.

Condin C. J. Families. Experiences with Medical Research for Pediatric Rare Diseases: A
Qualitative Ethnographic Study of Parents and Children Participating in Clinical Trials for
Duchenne Muscular Dystrophy (DMD), A Thesis of PhD, The University of British
Columbia (Vancouver), 2014, 285 p.

Hert D. G., Fredlake C. P., Barron A. E. Advantages and limitations of next-generation
sequencing technologies: A Comparison of electrophoresis and non-electrophoresis
methods. In: Electrophoresis, 2008, vol. 29, p. 4618-4626.

Raymond F. L., Whittaker J., Jenkins L., Lench N., Chitty L. S. Molecular prenatal diag-
nosis: The impact of modern technologies. in: Prenatal Diagnosis, 2010, vol. 30, nr. 7. p.
674-681.

Perth W.A. Prenatal screening and diagnostic tests. In: Western Australia, Dept. of Health,
2011. 23 p.

Sacara V. Analiza molecular-genetica a unor boli monogenice ale sistemului nervos an
Republica Moldova. In: Bul. Acad. stiinte a Mold., 2007, vol. 2, nr. 11, p. 23-26.

Gotelli N. J., Stanton-Geddes J. Climate change, genetic markers and species distribution
modelling. in: Journal of Biogeography, 2015, vol. 42, nr. 9. p. 1577—1585.

Howe R., Miron-Shatz T., Hanoch Y. Personalized Medicine Through SNP Testing for
Breast Cancer Risk: Clinical Implementation in: J. Genet Counsel, 2015, vol. 24, nr. 5,
p.744-51.

bapanos B. C., Ky3nenosa T. B., BamenkoT. O. CoBpeMeHHbIE anrOpUTMBI ITPEHATATIBHON
JIMarHOCTHKY HacneIcTBeHHbIX Oone3neil. Cankr-IlerepOypr: M3narenscro H-JI, 2009, 115 c.

Hannan Anthony J. Tandem repeats mediating genetic plasticity in health and disease. In:

205



214.

215.

216.

217.

218.

219.

220.

221.

222.

223.

224.

Nature Reviews Genetics, 2018, vol. 19, p. 286-298.

Amador M.A., Cavalcante G.C., Santos N.P., s.a. Distribution of allelic and genotypic frequencies
of IL1A, IL4, NFKBL1 and PAR1 variants in Native American, African, European and Brazilian
populations. in: BMC Res Notes, 2016, vol. 9, nr. 101, p.1-8.

bapanos B. C. I'enernueckuii nacrnopr - 0CHOBA UHUBUTyaIbHON U NPEIUKTUBHON MEIULIMHBL
Canxkr-IlerepOypr: M3narenscreo H-JI, 2009. 527c.

Rush E. C., Katre P., YajnikC. S. Vitamin B12: one carbon metabolism, fetal growth and
programming for chronic disease. in: European Journal of Clinical Nutrition, 2014, vol. 68, p. 2—7.
Sacara V., Scurtu V., Duca M, Groppa S. Analiza asociativa a genelor ciclurilor folat, metioninic
si genei sintetazei endoteliale NO la bolnavii de miodistrofie Duchenne si la populatia sasatoasa
din Republica Moldova. in: Bul. Acad. Stiinte a Mold. Stiinte medicale, 2014, vol. 42, p. 210—
215.

bepesuna O., Baitnep A. C., Ilocrienosa T. W., Boponuna E. H., ®unmunenxo M. JI.. Accoumarust
MOJIMMOP(HBIX BapUAHTOB TEHOB (DOJATHOTO LKA C PHCKOM pa3BUTHSI arpeCCHUBHBIX U
MHIONEHTHRIX JmuMdoM. B: brommerens Cubupckoro Otnenenust Poccuiickoit AkaneMun
Memmackux Hayxk, 2011, 1. 31, 1. 2, c. 20-25.

Sharma R., Raina J. K., Azad T., Kumar P., s.a. Methylenetetrahydrofolate Reductase
(MTHFR) and Angiotensin Converting Enzyme (ACE) Gene Variations in Link with Breast
Cancer in Jammu Region ofJammu and Kashmir State. In: Int J Hum Genetic, 2018, vol.18, nr.
3, p. 219-227.

Nefic H., Mackic-Djurovic M., Eminovic I. The Frequency of the 677C>T and 1298A>C
Polymorphisms in the Methylenetetrahydrofolate Reductase (MTHFR) Gene in the Population.
in: Med Arch., 2018, vol. 72, nr. 3, p. 164-169.

Neagos D., Cretu R., Sfetea R., Mierla D., Laurentiu B. Investigation of the relationship
between the risk of spontaneous abortion and C677T and A1298C polymorphisms of the
methylenetetrahydrofolate reductase gene. In: Rev. romania Med. Lab., 2012, vol. 20, nr. 4/4, p.
335-343.

Herak D., Antolic M., Krleza J., s.a. Inherited prothrombotic risk factors in children with
stroke, transient ischemic attack, or migraine. In: Pediatrics, 2009, vol. 123, p. €653—e660.
Kim H., Kim Y., Lee I, s.a. Association between polymorphisms of folate metabolizing
enzymes and hematological malignancies. In: Leuk Res, 2009, vol. 33, p. 82-87, 2009.
Sadananda A. M., Chandy S., Ramachandra N., s.a. Methylenetetrahydrofolate reductase

gene polymorphisms and risk of acute lymphoblastic leukemia in children. In: Indian J.

206



225.

226.

2217.

228.

229.

230.

231.

232.

233.

234.

235.

236.

Cancer, 2010,vol. 47, p. 41-45.

Olteanu H., Banerjee R. Human methionine synthase reductase. In: J. Biol. Chem., 2001,
vol. 276, nr. 38, p. 35558-63.

Li W. X, Lv W. W,, Dai S. X,, Pan M. L., Huang J. F. Joint associations of folate,
homocysteine and MTHFR, MTR and MTRR gene polymorphisms with dyslipidemia in a
Chinese hypertensive population: a cross-sectional study. in: Lipids Health Dis., 2015,
vol. 14, nr. 1, p.1-11.

Yamaji T., Ilwasaki M., Sasazuki S., s.a. Methionine Synthase A2756G Polymorphism
Interacts with Alcohol and Folate Intake to Influence the Risk of Colorectal Adenoma. In:
Cancer Epidemiol Biomarkers Prev., 2009, vol. 18, nr. 1, p. 267-274.

Hofmann A., Gosemann J. H., Takahashi T., s.a. Imbalance of caveolin-1 and eNOS
expression in the pulmonary vasculature of experimental diaphragmatic hernia. In: Birth
Defects Res. Part B - Dev. Reprod. Toxicol., 2014, vol. 101, nr. 4, p. 341-346.

Tamas Része. Nitric oxide signaling and nitrosative stress in the musculoskeletal system.
In: Systems Biology of Free Radicals and Antioxidants, 2014, p. 2895-2926.

Serrano N. C., Diaz L. A., Casas J. P. Frequency of eNOS polymorphisms in the
Colombian general population. in: BMC Genet., 2010, vol. 11, p. 1-8.

3unuyk B.B., XKagpko .. [Tonmumopdusm rera sHI0TENHATBHON CHHTAa36l MOHOOKCH/IA
asora. Yacts 2. ITomumopdusie Bapuantsl T786C, 4a/b. In: XKypran I'pI’' MY, 2017, vol.
15, nr. 3, p. 267-274.

Zhang H., Zhu Y., Sun Y., s.a. Serum creatinine level: A supplemental index to
distinguish Duchenne muscular dystrophy from Becker muscular dystrophy. in: Dis.
Markers, 2015, vol. 2015, p. 1-5.

Mukund K., Subramaniam S. Dysregulated mechanisms underlying Duchenne muscular
dystrophy from co-expression network preservation analysis. in: BMC Res. Notes, 2015,
vol. 8, nr. 182, p.1-10.

Nelson C. E., HakimC. H., OusteroutD. G., s.a. In vivo genome editing improves muscle
function in a mouse model of Duchenne muscular dystrophy. in: Science, 2016, vol. 351,
nr. 6271, p. 403-407.

Long C., Amoasii L., Mireault A. A., s.a.Postnatal genome editing partially restores
dystrophin expression in a mouse model of muscular dystrophy. In: Science, 2016, vol.
351, nr. 6271, p. 400-403.

lannotti F.A., Pagano E., Guardiola O., s.a. Genetic and pharmacological regulation of the

207



2317.

238.

239.
240.

241.

242.

243.

244,

245.
246.

247.
248.
249.

250.

251.

endocannabinoid CB1 receptor in Duchenne muscular dystrophy. In: Nature
Communications, 2018, vol. 9, p.1-13.

Monaco A. P., Bertelson C. J., Liechti-Gallati S., Moser H., Kunkel L. M., An explanation
for the phenotypic differences between patients bearing partial deletions of the DMD
locus. In: Genomics, 1988, vol. 2, nr. 1, p. 90-95.

Aartsma-RusA., Ginjaarl. B., BushbyK. The importance of genetic diagnosis for
Duchenne muscular dystrophy. In: J.of Med. Genetics, 2016, vol. 53, nr. 3, p.145-151.
I'punwmo JI. I1.JromennoBckas muoauctpodus. Hrwxkauii Hopropoa: HI'MA, 1998. 192 c.
Coote D.J., Davis M.R., Cabrera M., s.a. CUGC for Duchenne muscular dystrophy
(DMD). In: European Journal of Human Genetics, 2018, vol. 26, p.749-757.

Sacara V., Scvortova E., Florea V. Analiza efectului modificator al factorilor genetici
(genelor ciclului folat) asupra manifestarilor fenotipice in distrofia musculara
Duchenne/Becker. In: Bul. Perinatol., 2009, vol. 2, nr. 42, p. 45-51.

Bladen C. L., Salgado D., Monges S., s.a. The TREAT-NMD DMD global database:
Analysis of more than 7,000 duchenne muscular dystrophy mutations. In: Hum. Mutat.,
2015, vol. 36, nr. 4, p. 395-402.

DeCoster J., Claypool H. Data analysis in SPSS, 2004. http://www.stat-help.com/spss.pdf
(vizitat 04.04.2016).

Cleophas T., Zwinderman A. SPSS for Starters. 2010, 73 p.

Leyland A. H., A review of multilevel modelling in SPSS. In: Interface, 2004, p. 1-20.
Sacara V., Mocan E., Scurtu V., Duca M., Groppa S. Evaluarea inflentei genelor
modificatoare a metabolismului asupra manifestarilor proceselor miopatice (pe exemplul
Distrofiei musculare Duchenne/Becker). in: Bul. Acad. Stiinte a Mold. Stiinte medicale,
2014, vol. 42, p. 198-210.

Pallant J. SPSS survival manual. In: J. Adv. Nurs., 2007, vol. 36, nr. 3, p. 478-478.

SPSS 24 Base User’s Guide. Copyright © 2016 by IBM. 310 p.

bapanoB B. I'enermueckmii nacmopTr - OCHOBAa HWHIMBHIYAJIBHOW W IPEAUKTUBHON
Mmeaunuuel. CI10: U3n-so H-JI, 2009. 528 c..

Ghimbovschi S., Grigori E., Sacara V., Egorov V., Romanov L., Groppa S. Bilanturile
implementarii programului complex de diagnostic etiopatogenic, corectie si profilaxie a
bolilor ereditare si viciilor congenitale la copii. In: Bul. Perinatol., 2001, vol. 1, p. 38-43.
Tyler A. L., McGarr T. C., Beyer B. J., s.a. A genetic interaction network model of a

complex neurological disease. in: Genes Brain Behav. 2014, nr. 13, vol. 8, p. 831 - 840.

208



252.

253.

254.

255.

256.

257.

258.

259.

260.

261.

262.

263.

264.

Yi N. Statistical analysis of genetic interactions. In: Genet. Res. (Camb)., 2010, vol. 92,
nr. 5-6, p. 443-459.

Van Lishout F., Mahachie John J. M., Gusareva E. S., s.a. An efficient algorithm to
perform multiple testing in epistasis screening. in: BMC Bioinformatics, 2013, vol. 14, nr.
1, p. 138.

Dumas M.-E. Metabolome 2.0: quantitative genetics and network biology of metabolic
phenotypes. In: Mol. Biosyst., 2012, vol. 8, nr. 10, p. 2494.

Muifioz-Tamayo R., Puillet L., Daniel J.-B., s.a. Review: To be or not to be an identifiable
model. Is this a relevant question in animal science modelling? in: Animal, 2017, vol. 12,
nr.4,p. 1-12.

Chai L. E., Loh S. K., Low S. T., s.a. A review on the computational approaches for gene
regulatory network construction. In: Computers in Biology and Medicine, 2014, vol. 48,
nr. 1. p. 55-65.

Chen S., Fragoza R., Klei L., s.a. An interactome perturbation framework prioritizes
damaging missense mutations for developmental disorders. In: Nature Genetics, 2018,
vol. 50, p.1032-1040.

Barabasi A., Gulbahce N., Loscalzo J. Network medicine: a network-based approach to
human disease. In: Nat. Rev. Genet. , 2011, vol. 12, nr. 1, p. 56-68.

Jezek P., Holendova B., Garlid K.D. Mitochondrial uncoupling proteins: subtle regulators
of cellular redox signaling. In: Antioxidants & Redox Signaling, 2018, vol. 29, nr. 7,
p.667-714.

Planqué R., Hulshof J., Teusink B., s.a. Maintaining maximal metabolic flux by gene
expression control. In: PLoS Comput Biol., 2018, vol. 14, nr. 9, p. 1-20.

Suntharalingham J. P., Buonocore F., Duncan A. J., Achermann J. C., DAX-1 (NR0OB1)
and steroidogenic factor-1 (SF-1, NR5A1) in human disease. in: Best Practice & Research
Clinical Endocrinology & Metabolism 2015, vol. 29, p. 607-619.

Taylor M. B., Ehrenreich I. M. Higher-order genetic interactions and their contribution to
complex traits. In: Trends in Genetics, 2015 vol. 31, nr. 1, p. 34-40

Ervasti J. M. Dystrophin, its interactions with other proteins, and implications for
muscular dystrophy. In: Biochimica et Biophysica Acta - Molecular Basis of Disease,
2007, vol. 1772, nr. 2. p. 108-117.

Spitali P., Hettne K., Tsonaka R., s.a. Cross sectional serum metabolomic study of

multiple forms of muscular dystrophy. in: Journal of Cellular and Molecular Medicine,

209



265.

266.

267.

268.

269.

270.

271.

272.

273.

274.

275.

276.

2018, vol. 22, nr. 4, p. 2442-2448.

Rezaei Tavirani M., Okhovatian F., Zamanian Azodi M., Rezaei Tavirani M. Duchenne
muscular dystrophy (DMD) protein-protein interaction mapping. In: Iran. J. Child Neurol,
2017.,vol. 11, nr. 4, p. 7-14.

Oh S, Lee J,, Kwon M. S., Weir B., Ha K., Park T. A novel method to identify high order
gene-gene interactions in genome-wide association studies: gene-based MDR. in: BMC
Bioinformatics, 2012, vol. 13, Suppl 9, p. S5.

Gola D., Mahachie John J.M., van Steen K., Konig I. R. A roadmap to multifactor
dimensionality reduction methods. in: Briefings in Bioinformatics, 2016, vol. 17, nr. 2, p.
293-308.

Sacara V. Multifactor dimensionality reduction: detection gene-gene interaction in DMD
studies. In: Eur. J. Hum. Genet., 2016, vol. 24, p. 215.

Gao Q., McNally E. M. The Dystrophin Complex: structure, function and implications

for therapy. In: Compr Physiol., 2015, vol. 5, nr. 3, p. 1223-1239

Swiderski K., Shaffer S.A., GallisB. Phosphorylation within the cysteine-rich region of
dystrophin enhances its association with B-dystroglycan and identifies a potential novel
therapeutic target for skeletal muscle wasting. in: Human Molecular Genetics, 2014, vol.
23, nr. 25, p. 6697-6711

Singh S. M., Bandi S., Mallela K. M. .The N- and C-Terminal Domains Differentially
Contribute to the Structure and Function of Dystrophin and Utrophin Tandem Calponin-
Homology Domains. In: Biochemistry, 2015, vol. 54, nr. 46, p. 6942-6950.

Chamberlain J., Corrado K., Rafael J., Cox G., Hauser M., Lumeng C. Interactions
between dystrophin and the sarcolemma membrane. In: Soc Gen Physiol Ser., 1997, vol.
52, p. 19-29.

Vulin A., Wein N., Strandjord D. M., Johnson E. K., s.a. The ZZ domain of dystrophin in
DMD: Making sense of missense mutations. in: Hum. Mutat., 2014, vol. 35, nr. 2, p. 257—
264.

Waite A., Tinsley C. L., Locke M., Blake D. J. The neurobiology of the dystrophin-
associated glycoprotein complex. in: Ann. Med., 2009, vol. 41, nr. 5, p. 344-59.
Garbincius J. F., Michele D. E. Dystrophin—glycoprotein complex regulates muscle nitric
oxide production through mechanoregulation of AMPK signaling. In: Proc. Natl. Acad.
Sci., 2015, vol. 112, nr. 44, p. 13663-8.

Allen D.G., Whitehead N.P., Froehner S.C. Absence of Dystrophin Disrupts Skeletal

210



277.

278.

279.

280.

281.

282.

283.

284.

285.

286.

287.

Muscle Signaling: Roles of Ca2+, Reactive Oxygen Species, and Nitric Oxide in the
Development of Muscular Dystrophy. In: Physiol. Reviews, 2016, vol. 96, nr. 1, p. 253-
305.

Stamler J. S., Meissner G. Physiology of nitric oxide in skeletal muscle. in: Physiol. Rev.,
2001, vol. 81, nr.1, p. 209-237.

Vainzof M., Zatz M. Protein defects in neuromuscular diseases. in: Brazilian Journal of
Medical and Biological Research, 2003, vol. 36, nr. 5, p. 543-55.

De Palma C., Perrotta C., Pellegrino P., Clementi E., Cervia D. Skeletal muscle
homeostasis in Duchenne muscular dystrophy: Modulating autophagy as a promising
therapeutic strategy. In: Front. Aging Neurosci., 2014, vol. 6, nr.7. p.188/1-8.

Sun C.-C,, Li S.-J., Yang C.-L., s.a. Sulforaphane attenuates muscle inflammation in
dystrophin-deficient Mdx mice via Nrf2-mediated inhibition of NF-«xB signaling pathway.
in: The Journal of Biological Chemistry, 2015, vol. 290, nr. 29, p. 17784 —17795.
Echigoya Y., Yokota T. Skipping Multiple Exons of Dystrophin Transcripts Using
Cocktail Antisense Oligonucleotides. in: Nucleic Acid Therapeutics, 2014, vol. 24, nr. 1,
p. 57-68.

Jarmin S., Kymalainen H., Popplewell L., Dickson G. New developments in the use of
gene therapy to treat Duchenne muscular dystrophy In: Expert Opinion on Biological
Therapy, 2014, vol. 14, nr. 2, p. 209-230.

Kharraz Y., Guerra J., Pessina P., s.a. Understanding the Process of Fibrosis in Duchenne
Muscular Dystrophy. in: BioMed Research International, 2014, vol. 2014, p. 1-11.

Smith L.R., Barton E.R. Collagen content does not alter the passive mechanical properties
of fibrotic skeletal muscle in mdx mice. In: Am J Physiol Cell Physiol, 2014, vol. 306,p.
889-898.

Shoji E., Sakurai H., Nishino T., s.a. Early pathogenesis of Duchenne muscular dystrophy
modelled in patient-derived human induced pluripotent stem cells. In: Scientific Reports,
2015, vol. 5, p. 1-13.

Nelson M. D., Rader F., Tang X., s.a. PDE5 inhibition alleviates functional muscle
ischemia in boys with Duchenne muscular dystrophy. In: Neurology, 2014, vol. 82, nr. 23,
p. 2085 - 2091.

Camurymmuaa A. D., Kymy6exkoBa A. K. Mertabonusm ['omorucrenHa ©u  poib
TUnCproMmouucCTCUHHCMUN B Pa3BUTHHN HEBbBIHAIIIMBAHUA GCpCMCHHOCTI/I (O630p

JIureparypsi). In: M3secTusBy3oBKsIpreicrana, 2015, nr. 7,p. 36-39

211



288.

289.

290.

291.

292.

293.

294.

295.

296.

297.

Sierakowska-Fijatek A., Kaczmarek P., Pokoca L., s.a. Homocystein serum levels and
lipid parameters in children with atherosclerosis risk factors. in: Pol. Merkur. Lekarski,
2007, vol. 22, p. 146-149.

Salimi S., Firoozrai M., Nourmohammadi 1., Shabani M., Mohebbi A. Endothelial nitric
oxide synthase gene intron4 VNTR polymorphism in patients with coronary artery disease
in Iran. In: Indian J. Med. Res., 2006, vol. 124, nr.6, p. 683-8.

Vanhoutte P. M., Zhao Y., Xu A., Leung S.W.S. Thirty Years of Saying NO Sources,
Fate, Actions, and Misfortunes of the Endothelium-Derived Vasodilator Mediator. In:
Circulation Research, 2016, vol. 119, nr. 2, p. 375 - 396.

Suganya N., Bhakkiyalakshmi E., Sarada D., Ramkumar K. Reversibility of endothelial
dysfunction in diabetes: role of polyphenols. In: British Journal of Nutrition, 2016, vol.
116, p. 223-246.

Heiss C., Rodriguez-Mateos A., Kelm M. Central Role of eNOS in the Maintenance of
Endothelial Homeostasis. in: Antioxidants & Redox Signaling, 2015, vol. 22, nr. 14, p.
1230 - 1242.

Fukuto J. M., Wink D. A. Nitric Oxide (NO): Formation and Biological Roles in
Mammalian Systems. In: Metal Ions in Biological Systems, 2018, vol. 36, .

Calzone L., Barillot E., Zinovyev A. Predicting genetic interactions from Boolean models
of biological networks. in: Integr. Biol., 2015, vol. 7, p. 921-9209.

The problem with neoantigen prediction. in: Nature Biotechnology, 2017, nr. 2, vol 35., p.
97.

Horster 1., Weigt-Usinger K., Carmann C., s.a. The l-arginine/NO pathway and
homoarginine are altered in Duchenne muscular dystrophy and improved by
glucocorticoids. In: Amino Acids, 2015, vol. 47, nr. 9, p. 1853-1863

Sacara V., Groppa S., Duca M. Scientific justification the tactics of individual
pharmacological correction in patients with Duchenne/Becker muscular dystrophy. In:
Eur. J. Hum. Genet., 2015, vol. 23, p. 457.

298. www.dmd.nl (vizitat 4.01.2019)
299.https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02123186?cond=Spinal+Muscular+Atrophy
&rank=4 (vizitat 16.02.2018)

300. https://ghr.nlm.nih.gov/ (vizitat 9.01.2018)

301. http://www.quantitativeskills.com/sisa/ (vizitat in anul 2018)

302. https://www.ibm.com/analytics/spss-statistics-software/ (vizitat in anul 2018)

212



303. http://www.datuapstrade.lv/rus/ (vizitat in anul 2018)

304. http://www.multifactordimensionalityreduction.org/ (vizitat in anul 2018)
305. https://www.cureduchenne.org/cure/research-overview/ (vizitat in anul 2018)
306. https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03179631 (vizitat 9.01.2018)

213


http://www.datuapstrade.lv/rus/
http://www.multifactordimensionalityreduction.org/
https://www.cureduchenne.org/cure/research-overview/
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03179631

ANEXE

Anexal. Structura patologiilor BESN in Republica Moldova
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Legenda. 1. Neurofibromotos, AD; 2. Paraplegie spastica Strumpel, AD; 3. Distrofie miotonica,
AD; 4. Amiotrofie spinala, AR; 5. Distonie de torsiune, AD; 6. Miastenie sporadica; 7. Ataxie
Friedreich, AR; 8. Miodistrofie Landouzy-Dejerine, AD, AR; 9. Ataxie spinocerebelara (SCA),

AD, AR; 10. Miopatii congenitale structurale, AD, AR, X-linkat; 11. Leicodistrofii, AD, AR, X-
linkat; 12. Boli metabolice cu dereglarea sistemului nervos; 13. Boli mitocondriale; 14. Maladia
Wilson, AR; 15. Fenilcetonurie, AR; 16. Miopatia centurilor, AR; 17. Anomalii ale sistemului
nervos, patologii cromozomiale; 18. Miodistrofie Duchenne/Becker, X-linkat; 19. Neuropatie -

senzorial-motorie ereditara (NSME).
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din Republica Moldova.

Anexa 2. Distributia incidentei DMD in diferite raioane
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Anexa 3. Distributia incidentei SMA in diferite raioane din Moldova
(schema proprie)

216



Anexa 4. Distributia incidentei CMT in diferite raioane din RM
(schema proprie)
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Anexa 5. Frecventa fiecarui exon din gena disrofinei implicat in procesul de deletie la pacientii
cu DMD/BMD investigati

(schema proprie)
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Anexa 6. Schema complexului de proteine asociate distrofinei (DPC) in muschii scheletici si
ciclul folat

(modificarea figurei dupa Rybakova Inna s.a., 1996)

L-arginina ‘

L-cltrulln iz mmme —
?

Caveolin-3

Sarcospan

Sintrofi

Sintetaza
oxidului
nitric neuronal

Hey %-\."b"’\,\"
Ciclul folat /3895

DISTROFINA

a-Distrobrevin

Legenda. (eNOS — sintaza endoteliala a oxidului nitric; NO — oxid nitric; THF —tetrahidrofolat;
Met — metionind, Hcy — homocisteind; MTR — metionin-sintaza; MTRR — metionin-sintaza-
reductaza)
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Anexa 7. Analiza de durata a deletiilor din gena DMD.

Dimensiunea deletiei

Caz independent

Exonul deletat

Fragmentul deletat

(N=181) (HGVS nomenclature)
1 DELEX 1 c.(?_-244)_31+7del
4 DELEX3 €94-?_186+2del
3 DEL EX 6 €.358-?_530+2del
2 DEL EX 8 €.650-?_831+2del
3 DEL EX 13 €.1483-?_1602+7del
2 DEL EX 19 €.2293-?_2380+7del
3 DEL EX 43 €.6118-?_6290+7del
1 exon (n=81) 10 DEL EX 44 €.6291-?_6438+2del
5 DEL EX 45 €.6439-?_6614+7del
16 DEL EX 47 €.6763-?_6912+7del
19 DEL EX 48 €.6913-?_7098+7del
5 DEL EX 50 €.7201-?_7309+7del
2 DEL EX 52 €.7543-?_7660+7del
5 DEL EX 53 C.7661-?_7872+7del
1 DEL EX 62 €.9164-?_9224+7del
1 DEL EX 3-4 €.94-?_264+7del
2%* DEL EX 43-44** €.6188-7_6438+7del**
. 8 DEL EX 47-48 €.6763-?_7098+2del
2 exoni (n=17) 2 DEL EX 49-50 ¢.7099-7_7309+7del
1 DEL EX 50-51 €.7201-?_7542+7del
3 DEL EX 52-53 €.7543-?_7872+7del
2 DEL EX 6-8 €.358-?_831+2del
8 DEL EX 43-45 €.6118-?_6614+2del
. 6 DEL EX 45-47 €.6439-?_6912+7del
3 exoni (n=23) 2 DEL EX 48-50 ¢.6913-_7309+7del
4 DEL EX 50-52 €.7201-?_7660+2del
1 DEL EX 51-53 €.7310-?_7542+7del
1 DEL EX 3-6 €.94-?_530+2del
4 exoni (n=12) 3 DEL EX 48-51 €.6913-?_7542+7del
4 DEL EX 47-50 €.6763-?_7309+2del
4 DEL EX 45-48 €.6439-? 7098+7del
1 DEL EX 45-49 €.6439-?_7200+2del
5 exoni (n=6) 3 DEL EX 47-51 €.6763-?_7542+7del
2 DEL EX 48-52 €.6913-?_7660+2del
2 DEL EX 3-8 €.94-?_831+2del
1 DEL EX 8-13 €.650-?_1602+2del
6 exoni (n=11) 3 DEL EX 45-50 €.6439-?_7309+?del
4 DEL EX 47-52 €.6763-?_7660+2del
1 DEL EX 48-53 €.6913-? 7872+7del
1** DEL EX 13-19** €.1483-?_2380+7del**
7 exoni (n=4) 2 DEL EX 45-51 €.6439-?_7542+7del
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+7del
13 exoni (n=2) * 2 DEL EX 31-43 €.4234-? 6290+7del
16 exoni (n=1) * 1 DEL EX 45-60 €.6439-?_9084+2del
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+?del**
42 exoni (n=1) * 1 DEL EX 3-44 c.94-? ¢.6291-?

46 exoni (n=1) ** 1** DEL EX 1-45** C.-244-?_6614+7del**
Deletie Dubla (n=16)**
1 DEL EX 44& DEL EX 53 €.6291-?_6438+?del& ¢.7661-?_7872+?del
2 DEL EX45 & DEL EX48 €.6439-?_6614+?del & ¢.6913-?_7098+?del
1 DEL EX 8& DEL EX 45 €.650-?_831+?del & ¢.6439-?_6614+2del
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+?del
1 DEL EX 6&DEL EX 13 €.358-?_530+?del&- ¢.1483-?_1602+?del
1 DEL EX 50 &DEL EX 52 €.7201-?_7309+?del & c.7543-?_7660+?del
€.6188-?_6438+?del& ¢.7310-?_7659+?del
. 1 DEL EX 43-44 & DEL EX 51 > 5
= -? vl -? ) -
3 exoni (n=3) 5 DEL EX 48&DEL EX 50&DEL EX 52 €.6913 ._7872+.de|;&§.7201 ?_7309+?del& c.7543
?_7660+?del
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& ¢.7201-?_7309+?del
8 exoni (n=1) 1 DEL EX 03-08&DEL EX45 €.94-?_831+?del &ex45del -> ¢.6439-?_6614+2de
38 exoni (n=1) 1 DEL EX 3& DEL EX 8-44 €94-?_186+?del& c.650-?_c.6291-?
11 exoni (n=1) 1 DEL EX 1& DEL EX 45-54 C.-244- 31+7del & c.6439-?_8027+?del
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Anexa 8. Distributia frecventei genotipurilor si alelelor genelor-candidate
(in baza pacientilor din studiu)

L . Frec- Frec- 95%
ocusur, - Grupu! venta Grupul de venta Rata interval de 2
genotipuri si alele | bolnavilor dupi control, dupi sanselor confidenta % p
n, (%) Enw | M @) | E | (OR) ’
(95%ClI)
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
TT 23 (13,9) 0,13 | 21(12,7) 0,1 1,28 0,66-2,51 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 1,707 1,06-2,72 4,88 | 0,03
CC 21 (12,7) 0,17 | 20(12,2) | 0,12 1,43 0,71-2,91 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 0,94-1,78 258 | 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* 1,39-1,98 512 | 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
4a/4b 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 4,88 | 0,03

Nota. * — valori cu p<0.05.
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Anexa 9. Schema diagnosticului clinic
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(BNME)

Y1066 aKTVEVPOBATL

"ﬂapamevp}i. ‘

222



Anexa 10. Schema diagnosticului molecular-genetic (in baza studiului propriu)
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Anexa 11. Schema tipurilor de deletie a exonilor in gena DMD

Deletia exonilor 3-44
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l Splicing
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Anexa 12. Date predictive pentru calcularea riscului de invalidizare in functie de factorul

genetic prezent la pacient

Tipul

eNOS | MTR | MTRR | MTHFR1298 | MTHFR677 | Diagnozi | deleticiin | Scauncu | Procentajul
rotile predictiei
gena DMD ’
0 72.0%
0 ! ! 2 ! 0 1 28.0 %
0 78.7%
2 ! 2 ! 0 1 21.3%
0 0 65.5 %
. L . 1 34.5 %
. 0 772%
. 1 22.8%
0 56.4 %
) 0 ! 0 1 43.6 %
0 69.1 %
1 2 ! . 1 30.9 %
0 2.7%
L ) 0 . 1 273%
0 ) . ) 0 66.8 %
1 33.2%
0 65.0 %
2 0 ! 0 1 35.0 %
0 714 %
L 0 ! ! 1 28.6 %
0 711 %
1
! ! ! 1 28.9 %
0 47.9%
) L 0 ! 1 52.1%
) . 0 0 48.1%
1 51.9 %
0 477 %
2 ! 0 1 52.3 %
0 59.4 %
2 ! 2 ! 2 1 40.6 %
0 79.2 %
. ! 2 0 ! ! 1 20.8 %
0 771%
2 ! ! ! 2 1 22.9%
0 85.6 %
0 2 ! ! 1 14.4%
0 80.4 %
0 ! ! 1 19.6 %
1 0 0 69.4 %
. 1 1 1 30.6 %
. 1 0 80.2 %
1 1 1 1 19.8 %
1 0 79.9 %
1 2 ! ! 1 20.1 %
0 53.7 %
, 0 ! 2 1 16.3 %
0 515 %
! 0 2 1 485 %
0 71.0 %
2 ! ! ! 2 1 29.0 %
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76.3 %

0

1 23.7%
0 70.7 %
1 29.3%
0 69.0 %
1 31.0 %
0 62.1 %
1 37.9 %
0 68.3 %
1 31.7%
0 57.9%
1 42.1%
0 64.8 %
1 35.2%
0 70.8 %
1 29.2%
0 53.9%
1 46.1 %
0 53.5%
1 46.5 %
0 74.6 %
1 25.4 %
0 61.9 %
1 38.1 %
0 74.3%
1 25.7%
0 45.8 %
1 54.2 %
0 66.4 %
1 33.6 %
0 45.4 %
1 54.6 %
0 66.0 %
1 34.0 %
0 86.3 %
1 13.7%
0 86.1 %
1 13.9%
0 70.0 %
1 30.0 %
0 80.6 %
1 19.4 %
0 61.2 %
1 38.8 %
0 73.9%
1 26.1%
0 73.6 %
1 26.4 %
0 87.8 %
1 12.2%
0 78.7%
1 21.3%
0 81.7 %
1 19.3%
0 81.5%
1 18.5%
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73.1%

0

1 26.9 %
0 72.7%
1 27.3%
0 65.1 %
1 34.9 %
0 82.7%
1 17.3%
0 76.7 %
1 23.3%
0 64.6 %
1 35.4 %
0 76.5 %
1 23.5%
0 57.8%
1 42.2 %
0 64.2 %
1 35.8 %
0 76.2 %
1 23.8%
0 79.5%
1 20.5%
0 79.6 %
1 20.4 %
0 87.4%
1 12.6 %
0 66.6 %
1 33.4 %
0 774 %
1 22.6 %
0 82.1%
1 17.9%
0 S57.5%
1 42.5%
0 50.4 %
1 49.6 %
0 41.3 %
1 58.7 %
0 74.3%
1 25.7%
0 83.8 %
1 16.2%
0 68.5 %
1 31.5%
0 66.7 %
1 33.3%
0 77.8 %
1 22.2%
0 71.8 %
1 28.2%
0 65.9 %
1 34.1%
0 57.5%
1 42.5%
0 66.0 %
1 34.0 %
0 77.6 %
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224 %

1

0 59.3 %
1 40.7 %
0 48.4 %
1 51.6 %
0 57.4 %
1 42.6 %
0 70.5 %
1 29.5%
0 57.0%
1 43.0 %
0 70.2 %
1 29.8 %
0 49.8 %
1 50.2 %
0 63.0 %
1 37.0%
0 56.6 %
1 43.4 %
0 69.9 %
1 30.1 %
0 49.5 %
1 50.5%
0 88.2 %
1 11.8%
0 80.6 %
1 19.4 %
0 78.7%
1 21.3%
0 78.5%
1 21.5%
0 83.2%
1 16.8 %
0 71.6 %
1 28.4 %
0 77.5%
1 22.5%
0 71.3%
1 28.7%
0 65.5 %
1 34.5%
0 77.2%
0 59.3 %
1 40.7 %
0 48.4 %
1 51.6 %
0 574 %
1 42.6 %
0 70.5%
1 29.5%
0 57.0%
1 43.0 %
0 70.2 %
1 29.8 %
0 49.8 %
1 50.2 %
0 63.0 %
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1 37.0%

0 0 56.6 %

1 43.4 %

0 69.9 %

! . 1 30.1 %

5 0 49.5 %

1 50.5 %

0 88.2 %

0 ! ! ! 1 11.8%
0 80.6 %

2 ! 0 1 19.4 %

0 78.7 %

! 0 0 1 21.3%

0 78.5 %

! 5 0 0 1 21.5%
1 1 0 83.2 %

2 1 16.8 %
0 71.6 %

0 0 0 1 28.4 %

1 1 0 77.5%

1 22.5%

2 0 71.3%
0 0 1 28.7%

1 0 0 65.5 %

1 1 34.5%

1 0 772%

Legenda. Scaun cu rotile: 0 — plasarea in scaunul cu rotile pana la varsta de 9 ani, 1 — merg de
sine statator la varsta de 9 ani;

Tipul deletiei in gena DMD: 0 — in-frame, 1 — out-of-frame, 2- nu depistat;

Diagnoza: 0 — DMB, 1- DMD;

Genele modificatoare studiate ,,eNOS”, ,MTR”, , MTRR”, ,MTHFR1298”, , MTHFR677”: 0 —
homozigot dupa alela mutanta, 1 — heterozigot, 2 — homozigot dupa alela normala (wild-type).
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Anexa 13. Schema procesului distrofic (Hoffman E.)

Patologia distrofinei

/

~\

[229]

Forma Duchenne

Forma Becker

v

!

v

Tesutul nervos
Componenta neurogend

Muschi

!

Perete vascular
Componenta vasculara

Instabilitatea membranei

“

N

Scurgerea componentelor intracelulare

Scurgerea componentelor extracelulare

Enzime Altele? Diferite? Ca®"
Y l
Fibroza Hiper- Dereglarea Stimularea
— \ contractia mitocondriala Ca*
- fibrei proteazelor
Supresia Dereglarea dependente
reinervarii revascularizarii
A 4 A
Ruperea Reducerea Degenerarea
fibrei ATP miofibrei
\ 4
Ischemie Otravirea cu
produse ale v
descompunerii —» NECROZA
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Anexa 14. Schema procesului distrofic (Grinio L.P.)
[229]

Lucrul muscular Patologia distrofinei Alti factori
¥ 1 7
Instabilitatea membranei musculare
v v
Conversii/tulburari biochimice Modificari morfologice
v v

o Eliberarea enzimelor 1n sange
e Proteine musculare

e Lipide

e Peptide musculare

e Transport ionic

Variabilitatea fibrelor,
regenerare puternica
Modificarea formei fibrei
Hipercontractia fibrelor, ruperea
lor

v v
Instabilitatea altor membrane Aparitia necrozei
v v
Eritrocite ) Cresterea tesutului gras
II\Q/I(_::E[ICUI Sgr_C_Oplasma“C si celui coniunctiv
irocondri
Reticul endoplasmatic l
v
Hipoxie — Predominarea fibrelor degradate
v
Aparitia POL —»| Haos in procesele metabolice :: Micsorarea brusca amuschilor

v

Intoxicarea cu produse de descompunere

A 4

Normalizarea tuturor indicatorilor
din cauza lipsei muschilor
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Anexa 15. Schema patogenezei a DMD cu implicarea genelor modificatoare (V. Sacara)

Jijogeied
injnsasoud aje
21201ED1IpOL

auan

s1e01ed1Ipow
ausn

AQNd Je

JodB Myny

N y
ax
-~

3d132uaside
2590014

e 15 191919us
ealeisusg

ujeweyui
1§ swnen ej

aleojezundsel
|usH

Jljogejen
|nsa20.d

| juadap-
uipnbign

OHW

232



Anexa 16. Strategia de diagnostic molecular pentru personalizare(schema proprie).

Diagnosticareapersonalizatia pacientilor ca DMD prin cercetare molecular-genetica
4 A
Determinarea deletiilor prin metoda D . . | | difi
MPCR in gena DMD eterminarea variantelor genelor modificate
\ l l
Prezenta . .
deletiilor Lipsa deletiilor MTHFR MTRR MTR eNOS
| ! | !
MLPA, NGS c677T || A1208c || A66G || A2756G || 4as4b
! | \ /
Confirmarea tipului mutatiei Y
pe site-ul www.dmd.nl M\
v l Norma Heterozigot Mutant
In-/Out of- frame Point mut/dup

l l

Prognozarea evolutiei bolii
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Declaratia privind asumarea raspunderii
Subsemnata, declar pe raspundere personald ca materialele prezentate in tezad sunt

rezultatul propriilor cercetdri si realizari stiintifice. Constientizez ca, in caz contrar, urmeaza sa

suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

P

Sacara Victoria / /,» / _ )

Semnatura
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