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Concluzii 
1. Stresul oxidativ indus de CCl4 se caracterizează printr-o uşoară scădere a cantităţii  

dipeptidelor histidinice în ţesutul muscular la femele, totodată înregistrându-se  o scădere 
semnificativă la şobolanii masculi.  

2. Administrarea compusului coordinativ ai cuprului CMT-67, precum şi a combinaţiei 
CMT-28 cu remediul BioR manifestă o acţiune pozitivă asupra stresului oxidativ 
provocat  de administrarea tetraclorurii de carbon, fapt demonstrat prin restabilirea până 
la valori normale a conţinutului de dipeptidele histidinice în ţesutul muscular.  

3. BioR în doze mici (1mg/kg) manifestă o influenţă pozitivă caracterizată prin restabilirea 
nivelului fiziologic al conţinutului de dipeptide histidinice, iar la dublarea dozei (2 
mg/kg) se înregistrează o diminuare evidentă a efectului pozitiv asupra compuşilor 
histidinici testaţi. 
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Summary 

The correlation between phenotypic manifestations, type of mutation  
and alelic variants of the genes of folate cycle in patients  

with Duchenne/Becker muscular distrophy 
The frequency of different alelic variants of MTHFR gene in patients with DMD/B was 

estimated during this investigation. The incidence of C677T allelic variant in patients with 
DMD/B was 21,4%. This mutation leads to reduction of activity of MTHFR by 35-60%, and, 
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consequently, leads to a reduced level of methionine, which influences the myopathyc process. 
Analysis of MTRR polymorphism revealed the prevalence of A66G (92,9%), which leads to 4-
times lower activity of this enzyme. Patients with in-frame deletions in dystrophin gene in 
combination with heterozygous status MTHFR, MTRR genes have severe clinical picture instead 
the mild one. Patients with mild clinical picture have the next genotype of folate cycle genes: 
677-TT, 1298- CC. 

 
Rezumat 
A fost estimată incidenţa diferitelor variante alelice ale genei MTHFR la pacienţii cu 

DMD/B. Incidenţa variantei alelice C677T la pacienţi cu DMD/B constituie 21,4%. Substituţia 
dată determină micşorarea cantităţii de metionină, ceea ce  influenţează procesul miopatic. 
Analiza polimorfismului genei MTRR a arătat prevalarea variantei alelice A66G (92,9%), cea ce 
conduce la micşorarea activităţii acestei enzime de 4 ori. La bolnavii cu deleţii in-frame în gena 
distrofinei în combinaţie cu starea heterozigotă după genele MTHFR, MTRR în locul tabloului 
clinic uşor se observă tabloul clinic grav. La bolnavi cu clinica uşoară a fost depistat 
polimorfismul genelor ciclului folat  - 677-TT, 1298-CC.  
 

Actualitatea cercetării 
Distrofia musculară Duchenne / Becker (DMD/B) – este o maladie cu incidenţa relativ 

înaltă în Republica Moldova. În ultimii cincisprezece ani studiile au fost focusate asupra studierii 
expresiei distrofinei (proteina musculară), mutaţiilor în gena distrodinei şi acţiunea ei asupra 
procesului miodistrofic [1,2]. Calitatea vieţii pacienţilor cu DMD/B cu clinica manifestă e 
înrăutăţită. De asemenea, tratamentul administrat nu e eficace în toate cazurile.  

Tabloul clinic  DMD/B este destul de variat. S-a constatat faptul că în urma aceleaşi 
mutaţii pot fi depistate diferite stări clinice ale pacienţilor, cu diferit grad de progresie [4]. 

Analiza deleţiilor în gena distrofinei în populaţia Republicii Moldova a arătat că cel mai 
des în procesul de deleţie este implicat exonul 45 [9], ce duce la decalarea fazei de lectură. După 
ipoteza lui A. Monaco (1988) aceasta determină forma clinică cu evoluţie mai gravă şi rapid 
progresantă. Mai mult ca atât, manifestările clinice caracteristice pentru DMD/B se pot observa 
şi în caz de absenţa deleţiei exonilor în gena distrofinei. Cauza divergenţei clinice nu este 
elucidată pe deplin. 

  
Scopul cercetării 
A aprecia efectul modificator a genelor ciclului folat metiltetrahidrofolatreductaza 

(MTHFR), metionin-sintetaza-reductaza (MTRR) în dezvoltarea procesului miopatic (pe model 
DMD/B). 

 
Materiale şi metode 
Lucrare a fost efectuată pe baza registrului CNSRGM  şi bibliotecii ADN-ului bolnavilor 

cu DMD/B , în cercetare fiind incluse 14 persoane.  
Diagnosticul miodistrofiei s-a efectuat în baza anamnezei, analizei genealogice, totalităţii 

indicilor clinici. Cercetarea neurologică a fost efectuată conform schemei general acceptate cu 
accent asupra gradului de lezare a muşchilor şi de răspândire a procesului. S-au utilizat metodele 
clinice de cercetare care includ: examinarea neurologică concretă, testele biochimice generale ale 
sângelui, ECG, EMG şi analiza moleculară ADN. Investigaţiile bolnavilor au fost efectuate în 
condiţii de staţionar în cadrul secţiei de neurologie pentru copiii de vârstă tardivă, la Centrul de 
sănătate a reproducerii şi genetică medicală din Republica Moldova. 
Metode de cercetare: A fost efectuată separarea ADN din leucocitele sângelui venos. 
Identificarea directă a deleţiilor în gena distrofinei a fost efecruată prin metoda PCR multiplex.  
Analiza PCR şi RFLP a genelor MTHFR, MTRR (analiza RFLP a fost efectuată în 3 situsuri 
polimorfe: MTHFR 677CT, 1298AC, MTRR 66AG). 
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Pentru vizualizarea produselor de amplificare a fost utilizată metoda electroforezei  în gel de 
poliacrilamidă de 7,5%. 
 

Rezultate obţinute şi discuţii 
Caracteristica clinico-genealogică a bolnavilor DMD/B. 
Pentru analiza anamnezei familiei noi am cercetat arborii genealogici ai fiecărui pacient. 

Din studiu s-a depistat că la 3 pacienţi anamneza familiei e agravată. Iar la 11 pacienţi – 
anamneză familială neagravată. (Figura1). 

Figura 1. Analiza genealogică
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Pentru evaluarea forţei musculare, am utilizat sistemul de 5 puncte. Noi am obţinut 

următoare rezultate (Figura 2): 1-2 puncte – 3 pacienţi, 2 puncte – 2 pacienţi, cu 2-3 puncte – 4 
pacienţi. 2 pacienţi cu 3 puncte. Şi 3 pacienţi au avut 3-4 puncte. Aceşti pacienţi au clinica cea 
mai uşoară. 

  

Figura 2. Forţa musculară
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În concluzie, conform investigaţiilor anterioare noi am stabilit gradul gravităţii distrofiei 

musculare la fiecare pacient (Figura 3). În continuare sunt prezentate datele referitoare la 
distribuţia pacienţilor după gravitatea bolii. Gradul 1-2 – 4 pacienţi - ei au clinica cea mai uşoară 
a miodistrofiei; trebuie de menţionat, că 2 din aceşti pacienţi sunt deja maturi (42 şi 38 de ani).  
Gradul 2-3 – 5 pacienţi; în cercetarea noastră la acest grad al miodistrofiei se referă majoritatea 
pacienţilor. Gradul 3-4 – 3 pacienţi. Gradul 4 – 2 pacienţi. În ultima grupă sunt repartizaţi cei 
mai gravi pacienţi, care nu pot merge.  

Figura 3. Gradul gravităţii distrofiei musculare
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S-a observat, că printre bolnavi cel mai frecvent se întâlnesc cei cu gradul de gravitate a 
miodistrofiei 2-3 (5 persoane). La aceşti pacienţi proba Gowers este pozitivă, are loc 
pseudohipertrofia mm. gastrocnemius. 
 

Analiza molecular-genetică a DMD/B 
Explorarea deleţiilor extinse prin metoda PCR multiplex a fost efectuată pe 14 mostre 

ADN a bolnavilor cu MD (probanzi). În 12 mostre ADN ale bolnavilor cu DMD (85,7% cazuri) 
au fost depistate deleţii cuprinzând de la 1 până la câţiva exoni, iar în 2 mostre (14,3 % cazuri), 
deleţiile nu s-au depistat. 

Comparând datele obţinute cu cele din literatura mondială, noi am relevat corespondenţa 
procentuală a acestora (Tabelul 1) [7]. 

Tabelul 1 
Procentul identificării deleţiilor în gena distrofinei în diverse populaţii. 

Populaţiile Moldova Rusia Germania Franţa Sri-Lanka Italia 
Frecvenţa, % 85,7 41 62 68 66 78 
X2  29,19 2,74 0,8 1,3 0,07 

 
Din 14 bolnavi cu miodistrofie Duchenne, în 10 cazuri (71,4%) deleţiile erau localizate în 

extremitatea-3' a genei distrofinei, iar în 2 cazuri (14,3%) deleţiile erau localizate în 
extremitatea-5' a genei distrofinei. La 2 pacienţi deleţii n-au fost depistate. 
 Analizând raportul procentual de răspândire a deleţiilor în sectoarele proximal şi distal 
ale genei distrofinei, datele noastre corespund cu cele din literatura mondială. La pacienţii 
analizaţi de noi, punctul de rupere este situat la hotarul dintre exonii 44 şi 45. Cel mai frecvent în 
procesul deleţional se include exonul 45 – 25,8% cazuri. 

Noi am efectuat analiza deleţii independente în gena distrofinei şi am făcut o tentativă de 
prognosticare a gravităţii evoluării bolii în dependenţă de tipul deleţiei. Depistând o anumită 
deleţie, noi determinam tipul frontierei exon-intronice, iar în dependenţă de poziţia tripletelor 
identificam prezenţa sau lipsa deplasării fazei de lectură (după http://www.dmd.nl/). De 
asemenea, cunoaşterea structurii proteinei distrofina, permite prognozarea evoluării procesului 
patologic.  

Analizând cazurile familiilor cu DMD/B (în total 14 pacienţi), noi am obţinut următoarele 
date: 6 din 14 (42,9%) bolnavi cu DMD/B aveau deleţii cu deplasarea fazei de lectură (out-of-
frame deletions), prin urmare, se poate presupune un fenotip grav. 6 pacienţi din 14 (42,95) 
bolnavi cu DMD/B aveau deleţii fără decalarea de lectură (in-frame deletions), astfel, se poate 
presupune o manifestare uşoară a bolii. Dar la 6 bolnavi  s-au observat deleţii mari, ce cuprind 
câţiva exoni, ceea ce determină sinteza unei proteine cu activitate scăzută. Prin urmare, la aceşti 
bolnavi se poate de aşteptat un fenotip agravat. La 2 (14,2%) bolnavi cu DMD/B nu s-au depistat 
deleţii. (Figura 4). 

Figura 4. Analiza deleţiilor conform "reading frame 
theory" lui A. Monaco (1988) 
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Manifestarea clinică a deleţiilor mici a scos în evidenţă, în mod neaşteptat o variabilitate 
înaltă pentru unii şi aceeaşi exoni. De exemplu, 8 bolnavi cu DMD au avut deleţii ale exonului 
45, însă la ei s-au observat dereglări de diferit grad în mişcare la momentul investigaţiei noastre. 
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La 7 pacienţi clinica era gravă, dar la 1 pacient (38 ani) cu deleţia exonilor 45-47 clinica era 
uşoară. 

Deleţia în exonul 8 – deleţie out-of-frame. La aceşti pacienţii se aştepta să fie a clinică 
gravă, însă  în studiul nostru s-a determinat o evoluţie clinica uşoară. 

Deleţia exonilor 45-47, 44-52, 45-49, 45-48 – deleţii in-frame. La aceşti pacienţi noi 
presupuneam clinica uşoară.  Între timp la o parte din pacienţi noi observăm evoluţia malignă a 
miodistrofiei.  

În legătură cu faptul că există o marcată divergenţă între clinica reală şi ceea ce ar trebui 
să fie conform aşteptărilor, noi am fost nevoiţi să presupunem că există alţi careva factori, care 
influenţează asupra manifestării şi dezvoltării procesului miodistrofic. Noi presupunem că genele 
ciclului folat MTHFR, MTRR pot acţiona ca factori modificatori.  

Unul din scopurile cercetării a fost determinarea polimorfismelor MTHFR alelelor 
677C→T şi 1298A→C cât  şi posibila lor implicare în controlul asupra procesul miopatic. 

S-a stabilit ca alela genei MTHFR 677-CC a fost prezentă la 10 pacienţi  DMD/B 
(71,5%). Varianta alelică MTHFR  677-CT a fost identificată la 3 bolnavi DMD/B (21,4%). 
Alela 677-TT s-a identificat 1 pacient cu DMD/ B (7,1%)  (Figura 5). 

Figura 5. Rezultatele incidenţei polimorfismului 
genei MTHFR 677
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Varianta alelică MTHFR 1298-AA au fost depistată la 6 pacienţi cu DMD/B (42,9%).  
Varianta alelică 1298-AC a fost depistată la 5 bolnavi (35,7%).  
Genotipul 1298-CC a fost observat la 3 bolnavi DMD/B (21,4%)  (Figura 6). 
 

Figura 6. Rezultatele incidenţei 
polimorfismului genei MTHFR 1298
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După rezultate prezentate mai sus a fost efectuată analiza asociativă a ambelor vareante 

alelice ale genei MTHFR. Cele mai răspândite sunt variante 677-CC 1298-AA (21,4%), 677-CC 
1298-AC (28,6%), 677-CC 1298-CC (21,4%). O incidenţă moderată a fost stabilită pentru 
următoare variante: 677-CТ 1298-AA (14,3%), 677-CТ 1298-AС (7,1%) şi 677-TТ 1298-AA 
(7,1%). În studiul nostru nu au fost identificate următoare asociaţii: 677-CТ 1298-CС, 677-TТ 
1298-AС şi 677-TТ 1298-CС. 
 

Studiul polimorfismului genei MTRR în poziţia  66 a permis identificarea următoarelor 
rezultate: alela 66-AA a fost depistată la 1 bolnav DMD (7,1%), alela 66-AG – la 13 bolnavi 
DMD (92,9%), alela 66GG – nu a fost depistată. (Figura 7). 
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Figura 7. Rezultatele incidenţei 
polimorfismului genei MTRR 66
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Corelaţia intre manifestarea fenotipică, tipul mutaţiei şi varianta alelică  genelor ciclului folat. 

Pe parcursul cercetării au fost diagnosticate 14 persoane în vederea prezenţei 
polimorfismelor în genele MTHFR şi MTRR. În Tabelul 2 sunt prezentate datele care includ 
diagnosticul pacientului, polimorfisme genelor ciclului folat (MTHFR, MTRR), prezenţa 
deleţiei, nivelul CFC, gradul de progresare a distrofiei musculare.  

 
Tabelul 2 Tabelul registrării datelor pacienţilor cercetaţi. 

 Nr. Diagnostic
ul 

MTRR  MTHF
R 

   del CFC Gradul 

  1 66AG 1 2 677CT 1298A
C 

   

1  DMD A1A2 A/G A1/A1 B2/B2 C/C C/C 8 1269 1-2 

2 DMD A1A2 A/G A1/A1 B1/B1 C/C A/A 45 - 48 10490 3-4 

3 DMD/B A1A2 A/G A2/A2 B1/B1 T/T A/A - 2573 1-2 

4 DMD A1A2 A/G A1/A1 B1/B2 C/C A/C 45 11870 3-4 

5 DMD A1A2 A/G A1/A1 B1/B2 C/C A/C 47 17420 2-3 

6 DMD A1A2 A/G A1/A2 B1/B1 C/T A/A - 26560 2-3 

7 DMD A1A2 A/G A1/A1 B1/B1 C/C A/A 45 750 3-4 

8 DMD A1A2 A/G A1/A1 B1/B2 C/C A/C 47 - 50 5340 2-3 

9 DMD A1A1 A/A A1/A2 B1/B1 C/T A/A 42-60 7230 4 

10 DMD/B A1A2 A/G A1/A1 B2/B2 C/C C/C 45 - 49 527 1-2 

11 DMD A1A2 A/G A1/A2 B1/B2 C/T A/C 45 - 47 2000 2-3 

12 DMD A1A2 A/G A1/A1 B2/B2 C/C C/C 8 11006 1-2 

13 DMD A1A2 A/G A1/A1 B1/B2 C/C A/C 45 1462 2-3 

14 DMD A1A2 A/G A1/A1 B1/B1 C/C A/A 45 - 47 8900 3-4 

 
În cercetarea noastră noi am divizat pacienţii în 4 grupe:  

1. Pacienţii la care noi suspectam clinica uşoară, dar care s-au dovedit a fi destul de gravi. La 
aceasta grupă se referă 6 pacienţi. În particular, la un pacient de 7 ani a fost depistată deliţia 
exonilor 45-47 (deleţie in-frame), iar în genele ciclului folat el are următoarele haplotipuri: 
MTHFR 677-CT, 1298-AC, MTRR 66-AG.  
2. Pacienţii, la care noi am suspectat clinica grea, dar la ei se observă manifestări uşoare (2 
pacienţi). Aceştia au haplotip CC în gena MTHFR 1298. Acest polimorfism poate reprezenta o 
variantă a evoluţiei. Şi poate din această cauză bolnavi cu variate alelei 677TT, 1298CC – au 
prognostic favorabil.   
3. În acest grup sunt incluşi bolnavii la care s-a presupus o clinică uşoară. Şi aceşti pacienţi într-
adevăr au o dezvoltarea lentă a miodistrofiei. În acest grup au fost incluşi 2 bolnavi . Ei sunt deja 
maturi (42 şi 38 de ani respectiv), pot să meargă de sine stătător. Ei la fel, ca şi pacienţii din 
grupul 2 au haplotipuri rar întâlnite: un pacient are haplotipul 677-TT, iar altul pacient  – 1298-
CC. După date din literatură  haplotip 677-TT se întâlneşte în populaţii foarte rar (2,9%).  



 220

Pacientul  de 38 ani cu clinica foarte uşoară este capabil să se deplaseze şi să lucreze de sine 
stătător. El este posesorul deleţiei exonilor 45-49 (deleţie in-frame) în gena distrofinei,  genotipul 
677-CC 1298-CC pentru gena MTHFR (variantă polimorfică rară) şi  polimorfismul  66-AG al 
genei MTRR. Un alt proband de 6 ani, purtător al deleţiei exonilor 45-49 fiind heterozigot 
compus 677-CT şi 1298-AC, cât şi heterozigot 66-AG, a prezentat fenotip cu complicaţii.  
4. Pacienţii cu deleţii out-of-frame la care clinica e gravă. La acest grup se referă 4 pacienţi. 
Îndeosebi se evidenţiază un pacient de 10 ani (Nr. 4) cu stare foarte gravă, el nu poate merge. La 
acest copil am depistat următoare haplotipuri 66-AG (MTRR).  

Ciclul folat reprezintă o cascada enzimatică complexă. În acest proces sunt incluse 
diferite enzime care asigură sinteza metioninei din homocisteină [6]. Insuficienţa metioninei 
duce la dezechilibrarea biosintezei proteinelor, încetinire creşterii şi dezvoltării organismului şi 
tulburări funcţionale grave. Unele din cauze insuficienţei  metioninei sunt: polimorfismul genei 
metiltetrahidrofolatreductaza (MTHFR), care duce la micşorarea activităţii fermentului la 35-
60%.  Metiltetrahidrofolatreductaza (MTHFR) – e enzima care catalizează sinteza aminoacidului 
esenţial metionina şi apoi – S-adenozilmetionina, care joacă rol principal în procesul metilării 
ADN. Recent s-a identificat o mutaţie a genei care duce la micşorarea activităţii MTHFR în caz 
de substituţie a citozinei cu timină în poziţie C677T. Acest dezechilibru ereditar duce la 
hiperhomocisteinemie în combinaţie cu insuficienţa producţiei metioninei [5]. 

O altă varianta polimorfică a genei MTHFR este substituţia A – C în poziţia 1298. 
Aceasta duce la înlocuirea glutaminei cu alanina în domeniul regulator al fermentului. Aceasta se 
însoţeşte cu diminuarea nepronunţată a activităţii. Indivizii care sunt heterozigoţi compuşi după 
alelele 677-CT şi 1298-AC conform prezintă diminuarea activităţii fermentului la 40-50% şi 
profilul biochimic este asemănător cu profilul homozigoţilor 677-TT [8].  După datele noastre 
starea de heterozigot compus se observă la pacienţii din grupul 1, la care după teoria „fazei de 
lectură” noi presupunem manifestări clinice uşoare, dar la ei se observă evoluţia malignă a 
miodistrofiei.  

Remetilarea homocisteinei în metionină catalizează enzima citoplasmatică metionin-
sintaza (MTR). Pentru activitatea acestui enzime este nevoie de metilcobalamină, derivatul vit. 
B12. Fermentul MTR asigură transformarea homocisteinei în metionină graţie reacţiei, în care 
metilcobalamină joacă rolul purtătorului intermediar al grupei metil. În acelaşi timp, se petrece 
oxidarea cobalaminei, enzima MTR trece în stare neactivă. Restabilirea funcţiei enzimei poate să 
fie în timpul reacţiei de metilare cu participarea fermentului metionin-sintetaza-reductaza 
(MTRR).În această genă sunt descrise diferite mutaţii care formează un şir de variante polimorfe. 
Polimorfismul 66AG (pI1e22Met) micşorează activitatea fermentului MTRR de 4 ori [3]. 
Reieşind din datele susţinute s-a  constatat că la 93% din bolnavi cu DMD/B se depistează starea 
heterozigotă a genei MTRR, ce poate influenţa asupra procesului miopatic. 

  
Concluzii 

1. S-a estimat frecvenţa diverselor variante alelice ale genei MTHRF la pacienţii cu 
DMD/B. Frecvenţa polimorfismului  677CT în gena MTHFR constituie 21,4%. 
Substituţia C677T duce la micşorarea activităţii metilentetrahidrofolatreductazei cu 35-
60% şi respectiv la micşorarea cantităţii de metionina - ceea ce influenţează procesul 
miopatic. 

2. Analiza polimorfismului genei MTRR a depistat prevalarea polimorfismului 66-AG la 
bolnavi DMD/B (92,9 %), ce duce la micşorarea de 4 ori a  activităţii acestei  enzime la 
bolnavi DMD/B. Ca rezultat este suprimată activitatea MTR, ca urmare nu are loc  
transformarea homocisteinei in metionină.  

3. La bolnavii cu deleţii în gena distrofinei fără decalarea fazei de lectură (deleţii in-frame) 
în combinaţie cu starea heterozigotă după genele MTHFR, MTRR în locul tabloului 
clinic uşor (neînsemnat) se observă tabloul clinic grav.  

4. La bolnavi cu clinica uşoară a fost depistat polimorfismul genelor ciclului folat, care rar 
se întâlneşte în populaţia (677-TT, 1298-CC).  
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Summary  
The role of genetic and non-genetic factors in recurrent miscarriages (review) 

Recurrent miscarriages (RM) are a devastating reproductive problem affecting ~1-2% of 
couples wishing children. Genetic factors appear to be highly associated with reproductive loss. 
The causes of RM are multiple, including chromosomal abnormalities, thrombophilia, metabolic 
disorders, anatomical causes and immune factors. Recently, research has generated interest in 
genetic markers for RM such as skewed X-chromosome inactivation and human leukocyte 
antigen-G polymorphisms. This complex reproductive disorder requires a multidisciplinary 
approach since such a number of factors may require evaluation and management. 

 
Rezumat 
Avorturile recurente (AR) reprezintă o problemă devastatoare reproductivă ce afectează 

~1-2% din cuplurile care doresc copii. Factorii genetici par să fie frecvent asociaţi cu eşecurile 
reproductive. Cauzele AR însa sunt multiple, incluzînd anomalii cromozomiale, trombofilia, boli 
metabolice, disfuncţiile endocrine, defecte anatomice, infecţiile şi factori imunologici. 
Cercetările recente au evidenţiat un interes sporit în identificarea marcherilor genetici pentru AR, 
aşa ca inactivarea preferenţială a unui cromozom X şi polimorfismele HLA. O astfel de 


