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SUMMARY

PRENATAL DIAGNOSIS OF MUSCULAR DYSTROPHY AND SPINAL MUSCULAR ATROPHY FOR LAST 4 YEARS AND
EFFICIENCY OF PRESENT METHODOLOGY OF PRENATAL DIAGNOSIS IN R. OF MOLDOVA
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Introduction. Severity of hereditary diseases is already well known throughout the world. The monitoring and
prevention of hereditary diseases are the current tasks of medical genetics and health. Prenatal diagnosis (PD) is one
of the methods proposed to prevent the birth of children with congenital malformations incorrigible, monogenic and
chromosomal pathologies. Muscular dystrophy Duchenne / Becker and spinal muscular atrophy are neuromusular
hereditary X-linked and respectively autosomal recessive disorders and that are frequently encountered in Moldova and
can be detected through prenatal diagnosis.

Materials and methods. The research was held in the scientific department of the Centre for Reproductive Health and
Medical Genetics, Laboratory of Human Molecular Genetics. After medico-genetic consultation pregnant women who
are at risk of having a pregnancy affected by a hereditary disease, namely Duchenne and Becker muscular dystrophy
(DMD/B) and spinal muscular atrophy (SMA) undergo prenatal diagnosis (PD), which Moldova is achieved by methods
such as multiplex PCR, PCR / RFLP, the primer sets specific and polymorphic sites.

Purpose. Purpose of the work is to present data of prenatal diagnosis of neuromuscular disorders with high frequency
in Moldova during the last four years.

Results. In total were performed 14 prenatal diagnoses: 9 - DMD/B and 5 for SMA during 2011-2014. Making the
prenatal diagnosis of DMD/B and SMA has allowed the direct analysis of deletions or RFLP test and were detected 4
affected fetuses, 3 of them were with DMD / B and 1 with SMA. Have been analyzed the strategies for prenatal diagnosis
of these diseases in different countries and methods of them.

Conclusions. Prenatal diagnosis is an important strategy and an effective way to prevent the birth of children with
hereditary monogene diseases in families at risk. This strategy applies to all populations, but with different methodologies.
The methods of modern molecular genetic prenatal diagnosis raise the efficiency and precision to 98%. Efficiency of
prenatal diagnosis in Moldova is 71,4%. Analyzing different diagnostic methods used in the world was proposed the
method which will be better implemented in Moldova.

PE3IOME

MPEHATAJIBHASL TUATHOCTUKA MBIIIEYHOM TUCTPO®UU U CITAHAJBHON MBIIIEYHOMN ATPO®UH 3A
MOCJEJIHUE 4 TOJA U 9®PEKTUBHOCTHU CYIIECTBYIOIIEX METOJAOJOT WU MPEHATAJIBHOM IMATHOCTHUKH B
PECITYBJIMKE MOJIIOBA

Knrouesvie cnosa: npenamanvras ouacnocmuxa, IHIL{P/IT/[P®, MIII[P, mapxepot, cyenienue, Muooucmpous iowenna/
bexxepa (MIII/B), cnunanvras motueunas ampogus (CMA), nocumenbcmeo, bepemennocmo, cmpameuu, Memoobl.
Beeoenue. Tarcecmv nacnedcmeennsvix 3a001e6aHUll XOPOULO U38ecmua 80 ecem mupe. Jleuebno-ouaznocmuueckue
cmpame2uu 4 Memoobl AHATUSUPVIOMCA U 3ameM Cmasamcs akyeumsl 6 ux pazeumuu. Knouesoil ocobennocmuio
SABNAEMCS HEPABHOMEPHO20 UX pacnpedenenue. Monumopune u npedomspaujenue HACIeOCMEEHHbIX 3a001e6aHUl
ABNAIOMCA MEKYWUMU 3A0auamu MeouyuHckou 2enemuxu. Ilpenamanvuaa ouaenocmuxa (I1[]) aensemca 2nagnvim
MemoOoM NPedomEPaAUeHUSE POHCOCHUsL Oemell ¢ MOHO2EHHOU U XPOMOCOMHOU namonozuu. Muoducmpogus Jrowenna
/ bexkxepa u cnunanbhas MmululeuHass ampous SAGISIOMC HACIEOCMBEHHbIMU HEPEHO-MblULeUHBIMU OONe3HAMU,
Komopbie yacmo ecmpeyaiomcs 8 P. Monooea u npogedenue I1]] amux 3a601e8aHuli 603MOXHCHO 8 Hawel cmpane.
Mamepuanvt u memoowvt. Hccredosanus npogoounucs 6 nayunom omoene lLlenmpa Penpodykmugnozo 300poévs
u Meouyunckoii I'enemuxu, 6 nabopamopuu MONeKyIaApHol zeHemuxu uenosexa. Ilocne meouko-zeHemuueckozo
KOHCYIbMUPOBAHUSL HEPEMEHHBIX IHCEHWUH C 8bICOKUM PUCKOM HAcTedcmBenHblx boneszuell, a umenno MJJI/B u CMA
nposooumcs I1J]. Mynomunnexcuas I[P u ananuz cyennenus (ITL[P- IIJ[P®) ucnonv3yromes 8 Pecnybruxe Monooasa.



I env. Ananusz pe3ynbmamos npenamanrbHol OUAeHOCMUKU, NPOBEOEHHBIX 3a NOCIeOHUe Yemblpe 200a 8 Jlabopamopuu
MONEKYIAPHOU 2eHeMUKU Yeno8eka u oyeHka sgpgexmusnocmu I1/] ¢ PM.

Pesynomamor. B meuenue 2011-20142. 6vi10 coenano 14 npenamanvuvix ouacrnocmuyeckux mecmos: I/ na
MII/B u 5 na CMA. Hcnonvsys npsamoii nouck npomsiicenuvix oeneyuti memooom MITIIP u ananusz cyennenus
(I1L]P- IT/[P®) noszeonuno eviseums 4 nioda ¢ Haciedcmeenuvimu 6onesusmu: 3 niooa ¢ MIJI/b u oonoeo ¢ CMA.
IIpoananusuposano cmpamezuu u memoosi I1/], ucnonv3yrowuecs 6 pazuvlx Cmpanax 8 HaACmosuee 8pems U nPoeeoeH
ananus sghgpexmusHocmu npumerenust cywecmeyrowux memooos I1/] ¢ PM. dppexmuenocmo cocmasnsiem 71,4%.
Bbi6oosl. [Ipenamanvhas OuazHOCMUKA s618€mcst 6aX3CHOU cmpamezuell u P GekmueHviM CROCOOOM npedomepamums
poodicoeHue demeti ¢ HACIEOCMBEHHbIMU MOHO2eHHbIMU 3abonesanuamu. Cmpamezus I1]] npumensemcs 60 MHO2UX
NONYIAYUAX, HO C UCNONBL30BAHUEM PA3TUYHBIX Memo008. [Ipumenenue MOneKyIAPHO-eeHeMUUeCKUX Memooo8 npu
cospemennoii I1/] nosviuaem s¢pgpexmusnocms u moynocms 00 98% no dannvim aumepamypul, HO dPHEKMUSHOCTIb
Il]] 6 PM cocmaensem 71,4%. Ilpednoosicenvt coepemennvie MONeKyIsApHO-cenemuieckue memoowvt 11/, xomopwie

noguvicam sghgexmusnocms u moynocms I1/].

Introducere. Distrofia musculard Duchenne/Becker
(DMD/B)) si atrofia musculard spinalda (SMA) sunt boli
severe neuromusculare, monogenice, care au o incidenta
crescuta in populatia R.Moldova[9] si in lume[7]. DMD/B
boala cu transmitere X-linkatd recisiv, de obicei este
clinic diagnosticata pana la varsta de 5-6 ani, varsta medie
de supravietuire este de 25 ani. Incidenta DMD este de
aproximativ 1 la 3500 de baieti nascuti (Tabel nr.1), iar
distrofia musculard Becker (BMD), o variantd mai ugoara
de DMD, are o incidenti de 1 la 18 450 bérbati. In Moldova
distrofia musculard progresivd s-a inregistrat la 412
pacienti, cu frecventa de 11,5 cazuri la 100 000 locuitori.
Bolile ereditare din acest grup reprezintd 46% si includ
pseudohipertrofia X-lincata, centura membrelor autozomale.
In subgrupul de miodistrofie X-lincatd, pseudohipertrofia
se intalneste cel mai des la copii, si mai apoi progreseaza
la forma Duchenne/Becker(204 familii- 234 bolnavi) cu
frecventa 6,11 la 100 000 locuitori. [9] Mutatii de novo
reprezintd o treime din pacientii DMD [13, Chamberlain].

Atrofia musculard spinald (SMA) este o maladie
transmisd autozomal recesiv ce provoacd decesul unui
copil cu o incidenta raportatd de circa 1 la 10 000 de nou-
nascuti vii [12]. Aproximativ 10-16 din fiecare 100,000
copii se nasc cu SMA.[6] Amiotrofia spinald s-a Inregistrat
la 137 de pacienti din 106 familii. Raspindirea in populatia
Moldovei constituie 3,8 cazuri la 100 000 oameni. Frecventa
bolilor ereditare neuromusculare este de 15%. in 97,1% din
observatii, putem presupune modul autozomal-recesiv de
mostenire, iar in 2,9% modelul autozomal-dominant (s-a
confirmat la nivel molecular) [9].

In cazul acestor boli importanta prevenirii aparitiei lor
este mult accentuati, deoarece nici un tratament curativ nu
este disponibil momentan. Femeilor ce prezintd risc li se
poate oferi consultatie genetica si teste In baza carora se
poate determina dacd ele sunt purtdtoare de mutatie sau
nu. Optiuni pentru femeile purtitoare sunt diagnosticul
prenatal, diagnosticul genetic in cazul preimplantdrii sau
folosirea unui ovul de donator. in articolul de fata vom
vorbi in special despre diagnosticul prenatal al acestor 2
maladii, despre 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. Acest serviciu este realizat corect
numai printr-o strdnsd colaborare multidisciplinara, in
care medicul genetician are un rol esential in evaluare,
diagnostic si sfat genetic [5].

Anual in lume se nasc peste 2 milioane de copii cu
maladii ereditare. Mai mult de jumatate din ei vor muri
in primii ani de viata sau vor deveni invalizi. Ceilalti vor
necesita Ingrijire medicala si sociala permanenta [9].

Tabelul 1
Datele epidemiologice din diferite parti ale lumii
pentru DMD [7].

Populatia ~Date .
Canadiand _1 2 5107;? baieti nascuti in perioada 1969
Americand Rata prevalentei nasterii: 1 in 3,500 (2.9
la 10,000) baieti nascuti *
. 11.99x10° baieti nascuti vii din 1977
Europeana . _ . 4
pand in 1990
. Rata de incidenta: 29.2x10, rata de
Japoneza

prevalenta: 6.72x107 3

Obiectivele principale ale diagnosticului prenatal sunt:
o Prezentarea viitorilor parinti a unei informatii detaliate
in privinta riscului de a se naste un copil bolnav
e In cazul unui risc crescut- informarea parintilor despre
posibila neceitate de a Intrerupe sarcina i urmarile deciziei
luate-intreruperea sarcinii sau nasterea unui copil bolnav
e Asigurarea diagnosticului timpuriu al unei patologii
intrauterine §i a unei tactici optime de gestionare a sarcinii
e Determinarea prognozei sanatatii viitorilor copii [10].
Identificarea unui cuplu ,,la risc“ de a avea un copil
afectat de o boald genetica sau de 0 anomalie cromozomiala
necesitd luarea in discutie a urmatoarelor situatii (Galjaard
H, 1980; Milunsky A, 1979):
o Situatii cu risc scdazut (mai mic sau egal cu 1/100)
» Femeie cu varsta de 38 de ani sau mai mica
» Cupluri care au avut anterior un copil cu trisomie
primara (trisomie 13, trisomie 18, trisomie 21)
» Cupluri cu grad primar de rudenie ce au avut un defect
al tubului neural.
o Situatii cu risc moderat (1/20-1/100)
» Mame cu varsta de 39 de ani sau mai mare
» Toti care sunt ,,purtatori* ai unei translocatii (ex: D/G



sau G/G)

» Copil anterior cu un defect de inchidere a SNC

» Cazuri in care fiecare parinte este purtator al unei boli
autozomal-recesive

* Situatii cu risc crescut (1/20 sau peste)

» Ambii parinti sunt ,,purtatori“ ai unor boli autozomal-
recesive

» Unul din parinti este purtdtor de o boald autozomal
dominanta

> Parintii au avut 2 copii cu defect de inchidere a SNC

» Mama este ,purtitoare“ a unei boli recesive
X-linkate(DMD; SMA)

» Fiecare parinte este un purtitor” balansat deletie-
insertie [11].

Scopul prezentei lucrari date este de a analiza rezultatele
diagnosticului prenatal obtinute in Laboratorul de Genetica
Moleculard Umana din cadrul Centrului de Sanéntate
a Reproducerii si Geneticdi Medicala in diagnosticul
patologiilor neuromusculare cu frecventd sporitd 1in
Republica Moldova, pe parcursul a ultimilor 4 ani.

Materiale si metode. in materialul prezentat noi vom
releva anume analizele molecular-genetice ce se intreprind
in cazul riscului de a se naste un copil afectat de distrofia
musculard Dushenne sau amiotrofia musculara spinala. in
urma consultului medicului genetician si deciziei de a realiza
procedura de diagnostic prenatal urmeaza parcurgerea
anumitor etape si intocmirea metodelor de diagnostic.

Grupul de studiu. Studiul a fost efectuat in cadrul
departamentului stiintific al IMSP Institutul Mamei si
Copilului, in Laboratorul de Geneticd Moleculara Umana.
Persoanele care au fost supuse diagnosticului prenatal
molecular-genetic sunt femei in familia carora s-a nascut
un copil bolnav de miodistrofia Dushenne (nepoti, frati)
sau cele care au nascut un copil bolnav (SMA si DMD) si
prezinta risc crescut de a nagte copii cu aceste maladii.

Amniocenteza (AC) o punctie amnioticd ce poate fi
facuta incepand cu saptamana 16 -17 de sarcina (trimestrul
al II-lea). Dupa datele aflate la dispozitie pand in prezent,
riscul de avort dupd o amniocenteza facutd inainte de
saptamana a 16-a este prea mare. Dupa prelevarea probei,
recipientele care o contin se inchid ermetic, se marcheaza
si se trimit la laborator pentru testare si se face din nou
ecografie. Complexitatea si numarul analizelor la care sunt
supuse celulele si lichidul amniotic sunt impuse de riscul
fiecarei sarcini 1n parte [5].

ADN-ul genomic se extrage dupa kit-uri specializate
(QiAamp DNA Mini kit, Germania) din amniocitele
recoltate prin metoda invaziva-amniocenteza si din sangele
periferic de la membrii familiilor [14].

Analiza geneticd. Din cauza materialului genetic redus
ce se poate obtine din lichidul amniotic se folosesc metode
mai sensibile, ca reactia lantului de polimeraza (PCR), care
este 0 metoda in vitro folosita pentru determinarea sintezei
enzimatice a secventelor specifice de ADN putand pune
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astfel in evidenta o varietate de dezordini genetice, precum
distrofia musculara Duchenne, SMA, etc. Variante diverse
ale acestei metode permit identificarea rapida, eficientd a
mutatiilor si studierea ADN-polimorfismelor [14].

O etapa-cheie a diagnosticului prenatal o reprezintd
determinarea genului fatului, care de asemenea se poate stabili
prin metoda PCR si anume amplificarea regiunilor specifice
ale factorului de azoospermie (AZF a, AZF b si AZF c¢).

Figura 1: Electroforegrama analizei determindrii
genului fatului. M- marker O'GeneRuler DNA Ladder,
100-1000 pb(Thermo scientific); 1- control feminin; 2-

control masculin; 3,4 — ADN fetal(masculin); 5- control
negativ(H20)

Figura 2: Electroforeograma analizei MPCR a genei
distrofinei Track 1,3 — norma; track 2 — deletia exonului
2; track 3 — deletia exonilor 12-35.

Pentru diagnosticul direct al DMD/B s-a realizat PCR
multiplex cu primeri specifici de cautare a deletiilor
extinse 1n gena distrofinei (seturile de primeri dupa
Ashton)[2]. Analiza a cuprins 20 exoni{ 1,3,4,6,9,17,19,2
9,31,40,42,43,44,45,47,48,50,51,53,60}( Figura 2). ADN-
ul genomic a fost amplificat utilizind polimeraza Dream
Taq (”Fermentas”, USA), la termociclul Eppendorf
MastercyclerPro (Germania) sub conditiile protocolului
standart: denaturare initiala la 95°C 5 minute, 35 cicluri:
94°C 30 secunde, 59°C 45 secunde, 72°C 50 secunde si
elongatia finala la 72°C 5 minute.

Pentru reactia RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphisms) a locusurilor pERT87-8 si pERT8715
s-a utilizat enzima Taql pentru a restrictat produsii de
amplificare timp de 2 ore la 65°C.



Ladder, 100-1000 pb(Thermo scientific; A-amplicon;
1-mama probantului DMD, 2-bolnav DMD, probant;
3-ADN fetal; 4-tatal probantului DMD

Pentru diagnosticul direct al SMA a fost realizat PCR-
RFLP cu primeri specifici exonilor 7 si 8 din gena SMN,
iar ampliconii au fost restrictati timp de 3 ore la 37°C cu
enzima EcoRV pentru exonul 7 si respectiv 3 ore la 65°C
cu enzima BseNI pentru exonul 8.

Verificarea produsilor de reactie s-a efectuat prin
electroforeza in gel de PAAG (7.5%/4 ore -pentru produsii
SMA si polimorfismele pERT87;  8%/170re- pentru
produsii MPCR) cu fotodocumentarea rezultatelor la
sistemul de vizualizare UVITEC Cambridge.

Rezultate si discutii. in Republica Moldova diagnosticul
maladiilor ereditare neuromusculare si diagnosticul prenatal
al acestora se bazeazd pe metode ca PCR, mPCR, RFLP,
electroforeza ce pot detecta mutatiile punctiforme, deletiile
sau mutatii ce afecteazd splicing-ul, de exemplu pentru
distrofia musculard Duchenne (DMD) sau pentru amiotrofia
musculara spinala(SMA) [8].

In perioada 2011-2014 in R.Moldova au fost efectuate 13
diagnostice prenatale conform celor 2 abordari de DP existente:

1. Diagnostic direct-bazat pe identificarea nemijlocita
a mutatiilor in gena de interes-are o precizie pind la
100%, nu necesita prezenta pacientului bolnav pentru
DP si analiza informativitatii familiei. Este util pentru
identificarea mutatiilor majore, are o valoare de diagnostic

mare, dar nu si in cazul mutatiilor minore (sporadice) [13].
2. Diagnostic indirect-are la baza analiza site-urilor
polimorfice intra- i intergenice. Conditia esentiala pentru
acest tip de diagnostic este prezenta copilului bolnav §i/
sau posibilitatea investigarii ADN-ului sau. Determinarea
informativitatii ~ presupune  identificarea  site-ului
polimorfic 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 [14].

Heterozigotivitatea dupda polimorfisme moleculare
determind informativitatea familiei cu risc crescut de
nastere a unui copil bolnav. In functie de amplasarea
alelicd a markerilor pe cromozomii omologi la pacient
si parintii sai, familia poate fi pe deplin informativa,
partial informativa si neinformativd. Metoda indirecta are
avantajul diagnosticului fara a identifica mutatia in gena
respectiva, dar este imposibild in absenta copilului bolnav,
intrucit nu e determinata alela polimorfa cu care e linkata
gena mutanta [14].

Fiecare diagnostic prenatal se soldeazd cu 2 optiuni
finale (nastere, intrerupere de sarcind). Astfel, in perioada
2011-2014 au fost realizate un nr de 14 de diagnostice
prenatale molecular genetice a 2 boli §i anume a anomaliilor
monogenice, X-linkate si respectiv autozomal-recesive:
miodistrofia Duchenne si amiotrofia musculara spinala.

In scopul realizarii efective a analizei ADN si
economiei reactivelor utilizate prima etapa de diagnostic
prenatal al DMD este determinarea genului [14]. In cazul
patologiilor X-linkate analizele ulterioare sunt realizate
pentru fetusii masculini. Insa in R. Moldova diagnosticul
molecular-genetic este efectuat atat pentru fetusii de gen
masculin cat si pentru cei de gen feminin pentru stabilirea
purtatorilor heterozigoti [14].

Astfel, analizand datele obtinute, din 9 DP efectuate
in aceastd perioadd pentru DMD s-a determinat cd 6
fetusi sunt de gen femenin si 3 de gen masculin. 2 din
fetii masculini sunt afectati de maladie si 1n cazul dat s-a
realizat intrerupere de sarcina-astfel a avut loc prevenirea
nasterii unor copii bolnavi (Tabelul 2).

Tabelul 2

Datele rezultatelor diagnosticului prenatal pe perioada 2011-20114 pentru DMD

Rezultate Diagnostic
MDD Numair pacienti MPCR RFLP pERT87-8/ Fetal Sex Prenatal Postnatal
pERT87-15

1 N A2/A2 46XY afectat Intrerupere

2011 (alela mutanta) sarcind

2 n/a A1A2/A1A2 46XX purtator nastere

(alela heterozigota)

1 N A2/ A2 46XY afectat intrerupere

2012 (alela mutanta) sarcina

2 n/a A2/A2 46XX purtator nastere

(informativa)
3 n/a A2/A1A2 (informativa 46XX purtitor nastere
17)

2013 1 N A1/A2 (informativa) 46XY neafectat nastere

1 n/a A2/A2 46XX purtator nastere
2014 2 N A2/A2 (informativa) 46XY afectat intrerupere

sarcind

3 n/a A1A2/A1A2 (informativd) 46 XX purtator nastere

Nota: n/anu a fost efectuat; XX gen feminin; XY gen masculin; N absenta deletiilor; A1, A2 alele ale
polimorfismelor
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Astfel, pe parcursul a 4 ani faptul ca fetii sunt purtatori
de mutatie s-a depistat prin diagnosticul indirect al
polimorfismelor, diagnosticul direct, prin mPCR, nu a aratat
deletii evidente, aceasta ne vorbeste despre faptul ca DMD
poate fi cauzata si de duplicatii, mutatii punctiforme s.a.

Astfel de patologii nu pot fi depistate prin mPCR.
Analizand experienta tarilor strdine in ceea ce tine de DP
al DMD (Tabelul 3) si posibilitatea utilizarii diferitor metode,
noi propunem cresterea efectivitdtii i exactitatii acestui
diagnostic prin utilizarea secventierii genei distrofinei.
Tabelul 3

Strategii de diagnostic in diferite populatii

Populatia Protocol de diagnostic Discutii

Indiana Analiza lipidelor din serul pacientilor DMD bazata pe Concentratia colesterolului liber si a esterilor colesterolului
rezolutia mare a NMR este semnificativ mai crescuta la pacientii cu Duchenne

in comparatie cu subiectii sandtosi. Aceste date sunt
importante pentu diagnosticul DMD, mai ales cand
diagnosticul genetic nu se reuseste.

Americand  Multiplex ligation-dependent probe amplification Deletiile si duplicatiile ce nu sunt depistate prin MLPA
(MLPA) urmata de Single condition amplification/ se supun analizei mai sensibile SCAIP ce poate detecta
internal primer sequencing (SCAIP) mutatii punctiforme.

Chineza MLPA combinat cu mPCR si/sau analiza de linkage MLPA detecteaza 10 mutatii ce nu se observa prin mPCR.
Protocolul oferd diagnosticul a 70-80% din toate cazurile
mentionate

Americand  Hibridizare genomica comparativa de nalta rezolutie O metoda sensibila si rapida de diagnostic.
plus microarray

Europeand  Fluorescence multiplex quantitative PCR followed by Este aplicabila pentru gene de marimi mari, in special
Conformation sensitive capillary electrophoresis pentru mutatii necunoscute, heterogene.

Italiana Log-PCR, Protocol neinvaziv, senzitiv, cu celtuieli efective, ce

detecteaza mai mult de 85% din mutatiile genice.

Suedeza Hibridizarea fluorescenta in situ interfazica. (FISH) Detecta embrionii purtatori, impreund cu cei afectati si
se utilizeaza ca analizautilizind un singur nucleu din neafectati
blastomeric pentru detectia deletiilor

Olandeza Scanarea semiautomata a gelului de electroforeza cu Schimbari subtile in procesul de codificare si splicing a

gradient de denaturare (DGGE) impreuna cu PCR, ce

acopera 95 de ampliconi

purtatorilor ce nu au deletii largi sau duplicatii. Astfel s-au
depistat 15 mutatii unice.

Multicentricad Electroforeza gelului de denaturarea de
[americana si performanta si secventierea directa
olandeza]

inalta

S-a  efectuat screeningul 86 de ampliconi ai genei
distrofinei.

Se permite depistarea majoritatii schimbarilor in structura
genei cum ar fi: deletii, duplicatii, mutatii punctiforme si
alte restructurari.

Pentru DP al SMA nu este nevoie de determinarea
genului, deoarece ea este o maladie autozmal-recisiva, in
cazul ei se cere cautarea directa a deletiilor exonilor 7 si 8
ai genei SMN. In peste 95% din cazuri aceastd boald este
determinatd de anomalii ale genei SMN1 (Survival Motor
Neuron 1), ce antreneaza un deficit major al proteinei
SMNI. Persoanele cu SMA sunt fie homozigote pentru
deletia exonului 7 din SMN1 (A7 SMN1), fie heterozigoti
compusi pentru A7 SMNI si o mutatie intragenica a
SMNI. Deletia copiei telomerice a SMN (SMNI1) este

direct implicatd in SMA, deoarece absenta exonului
7 sau a exonilor 7 si 8 este detectabila la mai mult de
95% din persoanele afectate, indiferent de forma clinica
de manifestare. La pacientii cu mutatii, aproximativ 70-
80% din produsul genei SMN este sub forma proteinei
trunchiate. Toti pacientii cu atrofie musculard spinala
pastreaza cel putin o copie a SMN2, insa aceasta este
capabild sd genereze doar 10% din cantitatea de SMIN full-
length necesara, comparativ cu SMNI1. Din 5 DP efectuate,
doar un fat a fost depistat ca fiind afectat (7Tabel 4), restul
fetilor fiind sanatosi.

Datele rezultatelor diagnosticului prenatal al SMA pe perioada 2012-2014 in RM

Rezultate

SMA Ne

1
2012

2
2013 3

4
2014 5

Tabelul 4
Diagnostic
RFLP Prenatal Postnatal
del exon afectat intrerupere
7,8 sarcina
N sanatos nastere
N sandtos nastere
N sanatos nastere
N sandtos nastere
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Datele din literatura de specialitate arata ca implementarea
metodelor molecular-genetice de DP contemporan are o
eficacitate de 98 %. Conform datelor noastre, eficacitatea DP in
R. Moldova a acestor 2 maladii ereditare este de 71,4%.

Conform tabelelor noi atentionam ci numarul de femei
supuse DP difera de la an (2 in 2011) la an (7 in 2014) insd cu
trecerea timpului se observa un nivel de informare ridicat si o
atitudine mai responsabild a femeilor insarcinate. Acest fapt se
datoreaza atat activitatii intense a medicilor, a intregului sistem
social a unei cosultatii cat si interesului familiilor de a avea un
copil sanatos.

Diagnosticul prenatal pentru ambele afectiuni se face
in mod standard, conform consultului genetic deoarece la
momentul actual nu este posibil de a prezice daca o femeie
insércinata ce este heterozigota dupa o mutatie va prezenta sau
nu anumite semne ale afectiunii[7]

in alte tari, ca si in tara noastra, diagnosticul prenatal al
acestor patologii este privit ca o sansa de a crea o populatie
sanatoasa si de a scadea nivelul de nastere a copiilor grav
bolnavi, care pot fi aproximativ % din copiii analizati, in
familiile cu risc crescut[13].

O serie de alte metode si strategii au fost concepute pentru
a include detectarea deletiilor mici sau insertiilor, detectarea
mutatiilor ce cauzeazd DMD si SMA si pentru a ameliora
sensibilitatea testului de diagnostic. 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 si politica. Cu toate acestea,
multe din aceste tehnici au limite. De exemplu, hibridizarea
probelor prin amplificarea multiplexa (MAPH) pe linga faptul
ca e simpla si efectiva, necesitd o cantitate mare de ADN, iar
tehnic este o procedurd laborioasa. FISH, CA-analiza repetata
a markerilor si QPCR sunt valabile in cazul confirmarii
persoanelor purtatoare de mutatie, insa nu sunt efective pentru
screeningul direct al pacientilor.

Mai mult, alte metode cum ar fi SSCP (DOVAM-S)
si SCALP sunt indelungate, laborioase si nu pot detecta cu
precizie duplicatiile. De asemenea, testul ce determina daca o
femeie este purtdtoare este dificil in cazul in care baiatul afectat
nu este disponibil (in cazul miodistrofiei Duchenne). La randul
ei tehnica PTT pentru diagnosticul de purtdtor de mutatie are
limite practice.

Concluzii

1. Diagnosticul prenatal este o strategie importanta si o modalitate
eficienta de prevenire a nasterii copiilor cu patologii ereditare
monogenice in familii din grupul de risc.

2. Aplicarea metodelor molecular-genetice moderne sporeste
eficacitatea si precizia diagnosticului prenatal, permite sca-
derea nasterilor copiilor bolnavi cu SMA si DMD.

3. Datorita activitatii Laboratorului de Genetica Moleculara
Umana pe parcursul ultimilor 4 ani s-a reusit nasterea a 10
copii sanatosi.

4. Eficienta DPin R. Moldova este de 71,4%. Pentru o eficienta
mai inalta se propune implementarea metodelor mai exacte
de diagnostic.
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11.

12.

13.

14.

. Dezvoltarea si implementarea metodelor contemporane

de diagnostic molecular-genetic in Republica Moldova
imbunatateste asistenta genetica, contribuie la ameliorarea
calitatii diagnosticului prenatal.

Bibliografie

. Joanne Traeger-Synodinos Real-time PCR for prenatal

and preimplantation genetic diagnosis of monogenic
diseases. Molecular Aspects of Medicine, Volume 27, Issue
2, Pages 176-191

. Alan EH Emery The muscular dystrophies.The Lancet,

Volume 359, Issue 9307, Pages 687-695

. Stylianos E. Antonarakis, John A. Phillips III Genetic

diseases: Diagnosis by restriction endonuclease analysis.
Original Research ArticleThe Journal of Pediatrics, Volume
100, Issue 6, June 1982, Pages 845-856, Haig H. Kazazian Jr

. http://www.patient.co.uk/doctor/duchenne-muscular-

dystrophy#

. http://shedoctor.wordpress.com/2008/07/11/

diagnosticul-prenatal/

. http://www.childrenshospital.org/health-topics/

conditions/spinal-muscular-atrophy-sma

. Dr. Mugdha, Genetic etiology and Diagnostic strategies

for Duchenne and Becker Muscular Dystrophy: A 2012
update. Indian Journal of Basic & Applied Medical Research;
December 2012: Issue-5, Vol.-2, P. 357-369. Potnis-Lele
Department of Genetics, Immunology, Biochemistry and
Nutrition, Maharashtra University of Health Sciences,
34 Floor, Aundh Civil Hospital, Aundh, Pune — 411027
Corresponding Author Address: mugdhalele@gmail.com

. Shuko Harada and Bruce R. Korf Overview of Molecular

Genetic Diagnosis, University of Alabama at Birmingham.
Birmingham, Alabama. Current protocols in Hum.
Genet.76:9.1.1-9.1.7. January 2013.

. Sacara V. Analiza geneticd a genei distrofinei la barbatii

bolnavi si femeile purtitoare cu distrofie muscularda
Duchenne/Becker in Republica Moldova (1992-2012),
Buletin de perinatologie, 2012, 3 (55), pp.29-35.
.CII6 TI'Y3 [luarHocTH4yecKHUd 1eHTP (MeIMKO-
reHeTHYEeCKHIiA). Cogpemennvle anzopummbl
NpeHamanbHol OUASHOCMUKY HACTIEOCMBEHHbIX DOoNle3Hell.
Meronuueckue pexomeHpanuu.. Cankr-IlerepOypr,2009.
ISBN 978-5-94869-073-5
Prof. Dr. Valeriu Popescu, Dr. Andrei Zamfirescu
REVISTAROMANA DE PEDIATRIE - VOLUMUL LVIII,
NR. 4, 2009322. DIAGNOSTICUL PRENATAL Prenatal
diagnosis . Clinica de Pediatrie i Neurologie Pediatricd,
Spitalul Clinic de copii ,,Dr. Victor Gomoiu*, Bucuresti.
Elaine A Sugarmanl, Narasimhan Nagan*, Pan-ethnic
carrier screening and prenatal diagnosis for spinal muscular
atrophy: clinical laboratory analysis of 472 400 specimens
Apollonia TJM Helderman-van den Enden*,1,4,
Kamlesh Madanl, , An urgent need for a change in policy
revealed by a study on prenatal testing for Duchenne
muscular dystropy European Journal of Human Genetics
(2013) 21, 21-26; doi:10.1038/ejhg.2012.101; published
online 6 June 2012.
Scurtu Vitalie, Stratildi M., Sacard V. ,,Diagnosticul
prenatal al patologiilor neuro-musculare frecvent intalnite
in Republica Moldova.” in: Patologa malformativa
neonatald/ Maria Stamatin (coord), Petru Stratulat (coord).-
Tasi: Technopress, 2013. ISBN 978-606-687-022-1



