10.

Concluzii

1. Stresul oxidativ indus de CCly se caracterizeaza printr-o usoard scadere a cantitatii
dipeptidelor histidinice in tesutul muscular la femele, totodata inregistrandu-se o scadere
semnificativa la sobolanii masculi.

2. Administrarea compusului coordinativ ai cuprului CMT-67, precum si a combinatiei
CMT-28 cu remediul BioR manifestd o actiune pozitivd asupra stresului oxidativ
provocat de administrarea tetraclorurii de carbon, fapt demonstrat prin restabilirea pana
la valori normale a continutului de dipeptidele histidinice in tesutul muscular.

3. BioR in doze mici (1mg/kg) manifesta o influenta pozitiva caracterizata prin restabilirea
nivelului fiziologic al continutului de dipeptide histidinice, iar la dublarea dozei (2
mg/kg) se inregistreazd o diminuare evidentd a efectului pozitiv asupra compusilor
histidinici testati.
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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 estimatd incidenta diferitelor variante alelice ale genei MTHFR la pacientii cu
DMD/B. Incidenta variantei alelice C677T la pacienti cu DMD/B constituie 21,4%. Substitutia
datd determind micsorarea cantitdtii de metionind, ceea ce influenteazd procesul miopatic.
Analiza polimorfismului genei MTRR a aratat prevalarea variantei alelice A66G (92,9%), cea ce
conduce la micgorarea activitdtii acestei enzime de 4 ori. La bolnavii cu deletii in-frame in gena
distrofinei in combinatie cu starea heterozigota dupa genele MTHFR, MTRR 1in locul tabloului
clinic usor se observd tabloul clinic grav. La bolnavi cu clinica usoara a fost depistat
polimorfismul genelor ciclului folat - 677-TT, 1298-CC.

Actualitatea cercetarii

Distrofia musculard Duchenne / Becker (DMD/B) — este o maladie cu incidenta relativ
inaltd in Republica Moldova. In ultimii cincisprezece ani studiile au fost focusate asupra studierii
expresiei distrofinei (proteina musculard), mutatiilor in gena distrodinei si actiunea ei asupra
procesului miodistrofic [1,2]. Calitatea vietii pacientilor cu DMD/B cu clinica manifesta e
inrdutatitd. De asemenea, tratamentul administrat nu e eficace in toate cazurile.

Tabloul clinic DMD/B este destul de variat. S-a constatat faptul cad in urma aceleasi
mutatii pot fi depistate diferite stari clinice ale pacientilor, cu diferit grad de progresie [4].

Analiza deletiilor in gena distrofinei in populatia Republicii Moldova a aratat ca cel mai
des 1n procesul de deletie este implicat exonul 45 [9], ce duce la decalarea fazei de lectura. Dupa
ipoteza lui A. Monaco (1988) aceasta determina forma clinica cu evolutie mai grava si rapid
progresantd. Mai mult ca atat, manifestarile clinice caracteristice pentru DMD/B se pot observa
si in caz de absenta deletiei exonilor in gena distrofinei. Cauza divergentei clinice nu este
elucidata pe deplin.

Scopul cercetarii

A aprecia efectul modificator a genelor ciclului folat metiltetrahidrofolatreductaza
(MTHFR), metionin-sintetaza-reductaza (MTRR) 1n dezvoltarea procesului miopatic (pe model
DMD/B).

Materiale si metode

Lucrare a fost efectuata pe baza registrului CNSRGM si bibliotecii ADN-ului bolnavilor
cu DMD/B , in cercetare fiind incluse 14 persoane.

Diagnosticul miodistrofiei s-a efectuat in baza anamnezei, analizei genealogice, totalitatii
indicilor clinici. Cercetarea neurologica a fost efectuatd conform schemei general acceptate cu
accent asupra gradului de lezare a muschilor si de raspandire a procesului. S-au utilizat metodele
clinice de cercetare care includ: examinarea neurologica concretd, testele biochimice generale ale
sangelui, ECG, EMG si analiza moleculara ADN. Investigatiile bolnavilor au fost efectuate in
conditii de stationar in cadrul sectiei de neurologie pentru copiii de varsta tardiva, la Centrul de
sanatate a reproducerii si geneticad medicala din Republica Moldova.

Metode de cercetare: A fost efectuatd separarea ADN din leucocitele sangelui venos.
Identificarea directd a deletiilor in gena distrofinei a fost efecruata prin metoda PCR multiplex.
Analiza PCR si RFLP a genelor MTHFR, MTRR (analiza RFLP a fost efectuatd in 3 situsuri
polimorfe: MTHFR 677CT, 1298AC, MTRR 66AG).

215



Pentru vizualizarea produselor de amplificare a fost utilizatd metoda electroforezei 1in gel de
poliacrilamida de 7,5%.

Rezultate obtinute si discutii

Caracteristica clinico-genealogica a bolnavilor DMD/B.

Pentru analiza anamnezei familiei noi am cercetat arborii genealogici ai fiecarui pacient.
Din studiu s-a depistat ca la 3 pacienti anamneza familiei e agravata. lar la 11 pacienti —
anamneza familiala neagravata. (Figural).

Figura 1. Analiza genealogica
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Pentru evaluarea fortei musculare, am utilizat sistemul de 5 puncte. Noi am obtinut
urmatoare rezultate (Figura 2): 1-2 puncte — 3 pacienti, 2 puncte — 2 pacienti, cu 2-3 puncte — 4
pacienti. 2 pacienti cu 3 puncte. Si 3 pacienti au avut 3-4 puncte. Acesti pacienti au clinica cea
mai usoara.

Figura 2. Forta musculara
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In concluzie, conform investigatiilor anterioare noi am stabilit gradul gravitatii distrofiei
musculare la fiecare pacient (Figura 3). In continuare sunt prezentate datele referitoare la
distributia pacientilor dupa gravitatea bolii. Gradul 1-2 — 4 pacienti - ei au clinica cea mai ugoara
a miodistrofiei; trebuie de mentionat, cd 2 din acesti pacienti sunt deja maturi (42 si 38 de ani).
Gradul 2-3 — 5 pacienti; in cercetarea noastra la acest grad al miodistrofiei se refera majoritatea
pacientilor. Gradul 3-4 — 3 pacienti. Gradul 4 — 2 pacienti. In ultima grupa sunt repartizati cei
mai gravi pacienti, care nu pot merge.

Figura 3. Gradul gravitatii distrofiei musculare
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S-a observat, ca printre bolnavi cel mai frecvent se intalnesc cei cu gradul de gravitate a
miodistrofiei 2-3 (5 persoane). La acesti pacienti proba Gowers este pozitivd, are loc
pseudohipertrofia mm. gastrocnemius.

Analiza molecular-genetica a DMD/B

Explorarea deletiilor extinse prin metoda PCR multiplex a fost efectuatd pe 14 mostre
ADN a bolnavilor cu MD (probanzi). In 12 mostre ADN ale bolnavilor cu DMD (85,7% cazuri)
au fost depistate deletii cuprinzdnd de la 1 pana la cativa exoni, iar in 2 mostre (14,3 % cazuri),
deletiile nu s-au depistat.

Comparand datele obtinute cu cele din literatura mondiald, noi am relevat corespondenta
procentuald a acestora (Tabelul 1) [7].

Tabelul 1
Procentul identificarii deletiilor in gena distrofinei in diverse populatii.
Populatiile Moldova | Rusia Germania Franta Sri-Lanka Italia
Frecventa, % 85,7 41 62 68 66 78
X2 29,19 2,74 0,8 1,3 0,07

Din 14 bolnavi cu miodistrofie Duchenne, in 10 cazuri (71,4%) deletiile erau localizate in
extremitatea-3' a genei distrofinei, iar in 2 cazuri (14,3%) deletiile erau localizate in
extremitatea-5' a genei distrofinei. La 2 pacienti deletii n-au fost depistate.

Analizand raportul procentual de raspandire a deletiilor in sectoarele proximal si distal
ale genei distrofinei, datele noastre corespund cu cele din literatura mondiald. La pacientii
analizati de noi, punctul de rupere este situat la hotarul dintre exonii 44 si 45. Cel mai frecvent in
procesul deletional se include exonul 45 — 25,8% cazuri.

Noi am efectuat analiza deletii independente n gena distrofinei si am facut o tentativa de
prognosticare a gravitatii evoludrii bolii in dependentd de tipul deletiei. Depistaind o anumita
deletie, noi determinam tipul frontierei exon-intronice, iar in dependentd de pozitia tripletelor
identificam prezenta sau lipsa deplasdrii fazei de lecturd (dupad http://www.dmd.nl/). De
asemenea, cunoasterea structurii proteinei distrofina, permite prognozarea evoluarii procesului
patologic.

Analizand cazurile familiilor cu DMD/B (in total 14 pacienti), noi am obtinut urmatoarele
date: 6 din 14 (42,9%) bolnavi cu DMD/B aveau deletii cu deplasarea fazei de lectura (out-of-
frame deletions), prin urmare, se poate presupune un fenotip grav. 6 pacienti din 14 (42,95)
bolnavi cu DMD/B aveau deletii fara decalarea de lecturd (in-frame deletions), astfel, se poate
presupune o manifestare usoara a bolii. Dar la 6 bolnavi s-au observat deletii mari, ce cuprind
cativa exoni, ceea ce determind sinteza unei proteine cu activitate scazutd. Prin urmare, la acesti
bolnavi se poate de asteptat un fenotip agravat. La 2 (14,2%) bolnavi cu DMD/B nu s-au depistat
deletii. (Figura 4).

Figura 4. Analiza deletiilor conform "reading frame
theory" lui A. Monaco (1988)
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Manifestarea clinica a deletiilor mici a scos in evidentd, Tn mod neasteptat o variabilitate
inaltd pentru unii §i aceeasi exoni. De exemplu, 8 bolnavi cu DMD au avut deletii ale exonului
45, insa la ei s-au observat dereglari de diferit grad in miscare la momentul investigatiei noastre.
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La 7 pacienti clinica era grava, dar la 1 pacient (38 ani) cu deletia exonilor 45-47 clinica era
usoara.

Deletia In exonul 8 — deletie out-of-frame. La acesti pacientii se astepta sa fie a clinica
grava, insd 1n studiul nostru s-a determinat o evolutie clinica usoara.

Deletia exonilor 45-47, 44-52, 45-49, 45-48 — deletii in-frame. La acesti pacienti noi
presupuneam clinica usoara. Intre timp la o parte din pacienti noi observam evolutia maligna a
miodistrofiei.

In legitura cu faptul ci existd o marcata divergenta intre clinica reala si ceea ce ar trebui
sa fie conform asteptarilor, noi am fost nevoiti sd presupunem ca exista alti careva factori, care
influenteaza asupra manifestarii si dezvoltarii procesului miodistrofic. Noi presupunem ca genele
ciclului folat MTHFR, MTRR pot actiona ca factori modificatori.

Unul din scopurile cercetarii a fost determinarea polimorfismelor MTHFR alelelor
677C—T si 1298 A—C cat si posibila lor implicare in controlul asupra procesul miopatic.

S-a stabilit ca alela genei MTHFR 677-CC a fost prezenta la 10 pacienti DMD/B
(71,5%). Varianta alelica MTHFR 677-CT a fost identificata 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 incidentei polimorfismului
genei MTHFR 677
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Varianta alelicda MTHFR 1298-AA au fost depistata la 6 pacienti cu DMD/B (42,9%).
Varianta alelica 1298-AC a fost depistata la 5 bolnavi (35,7%).
Genotipul 1298-CC a fost observat la 3 bolnavi DMD/B (21,4%) (Figura 6).

Figura 6. Rezultatele incidentei
polimorfismului genei MTHFR 1298
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Dupa rezultate prezentate mai sus a fost efectuatd analiza asociativa a ambelor vareante
alelice ale genei MTHFR. Cele mai raspandite sunt variante 677-CC 1298-AA (21,4%), 677-CC
1298-AC (28,6%), 677-CC 1298-CC (21,4%). O incidenta moderata a fost stabilitd pentru
urmatoare variante: 677-CT 1298-AA (14,3%), 677-CT 1298-AC (7,1%) si 677-TT 1298-AA
(7,1%). In studiul nostru nu au fost identificate urmitoare asociatii: 677-CT 1298-CC, 677-TT
1298-AC 51 677-TT 1298-CC.

Studiul polimorfismului genei MTRR in pozitia 66 a permis identificarea urmatoarelor
rezultate: alela 66-AA a fost depistatd la 1 bolnav DMD (7,1%), alela 66-AG — la 13 bolnavi
DMD (92,9%), alela 66GG — nu a fost depistata. (Figura 7).
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Figura 7. Rezultatele incidentei
polimorfismului genei MTRR 66
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Corelatia intre manifestarea fenotipica, tipul mutatiei si varianta alelica genelor ciclului folat.
Pe parcursul cercetdrii au fost diagnosticate 14 persoane in vederea prezentei
polimorfismelor in genele MTHFR si MTRR. In Tabelul 2 sunt prezentate datele care includ
diagnosticul pacientului, polimorfisme genelor ciclului folat (MTHFR, MTRR), prezenta
deletiei, nivelul CFC, gradul de progresare a distrofiei musculare.

Tabelul 2 Tabelul registrarii datelor pacientilor cercetati.

Nr. | Diagnostic | MTRR MTHF del CFC Gradul
ul R
1 66AG 1 2 677CT | 1298A
C

1 DMD AlA2 A/G Al/A1 | B2/B2 | C/C C/C 8 1269 1-2
2 DMD AlA2 A/G Al/A1 | B1/BI C/C A/A 45-48 | 10490 3-4
3 DMD/B AlA2 A/G A2/A2 | B1/B1 T/T A/A - 2573 1-2
4 DMD AlA2 A/G Al/A1 | B1/B2 | C/C A/C 45 11870 3-4
5 DMD AlA2 A/G Al/Al1 | BI/B2 | C/C A/C 47 17420 2-3
6 DMD Al1A2 A/G Al1/A2 | B1/Bl C/T A/A - 26560 2-3
7 DMD A1A2 A/G Al/Al1 | B1/Bl c/C A/A 45 750 3-4
8 DMD AlA2 A/G Al/A1 | B1/B2 | C/C A/C 47-50 | 5340 2-3
9 DMD AlAl A/A Al1/A2 | B1/BI C/T A/A 42-60 7230 4
10 | DMD/B AlA2 A/G Al/Al | B2/B2 | C/C C/C 45-49 | 527 1-2
11 | DMD Al1A2 A/G Al/A2 | B1/B2 | C/T A/C 45-47 | 2000 2-3
12 | DMD AlA2 A/G Al/A1 | B2/B2 | C/C C/C 8 11006 1-2
13 | DMD AlA2 A/G Al/A1 | B1/B2 | C/C A/C 45 1462 2-3
14 | DMD AlA2 A/G Al/A1 | B1/B1 C/C A/A 45-47 | 8900 3-4

In cercetarea noastra noi am divizat pacientii in 4 grupe:
1. Pacientii la care noi suspectam clinica ugoard, dar care s-au dovedit a fi destul de gravi. La
aceasta grupa se referd 6 pacienti. In particular, la un pacient de 7 ani a fost depistata delitia
exonilor 45-47 (deletie in-frame), iar in genele ciclului folat el are urméatoarele haplotipuri:
MTHFR 677-CT, 1298-AC, MTRR 66-AG.
2. Pacientii, la care noi am suspectat clinica grea, dar la ei se observa manifestari usoare (2
pacienti). Acestia au haplotip CC in gena MTHFR 1298. Acest polimorfism poate reprezenta o
variantd a evolutiei. Si poate din aceastd cauzad bolnavi cu variate alelei 677TT, 1298CC — au
prognostic favorabil.
3. In acest grup sunt inclusi bolnavii la care s-a presupus o clinicd usoara. Si acesti pacienti intr-
adevar au o dezvoltarea lentd a miodistrofiei. In acest grup au fost inclusi 2 bolnavi . Ei sunt deja
maturi (42 si 38 de ani respectiv), pot sd meargd de sine statator. Ei la fel, ca si pacientii din
grupul 2 au haplotipuri rar intalnite: un pacient are haplotipul 677-TT, iar altul pacient — 1298-
CC. Dupa date din literatura haplotip 677-TT se intilneste in populatii foarte rar (2,9%).
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Pacientul de 38 ani cu clinica foarte usoara este capabil sa se deplaseze si sa lucreze de sine
statator. El este posesorul deletiei exonilor 45-49 (deletie in-frame) in gena distrofinei, genotipul
677-CC 1298-CC pentru gena MTHFR (variantd polimorfica rard) si polimorfismul 66-AG al
genei MTRR. Un alt proband de 6 ani, purtdtor al deletiei exonilor 45-49 fiind heterozigot
compus 677-CT si 1298-AC, cat si heterozigot 66-AG, a prezentat fenotip cu complicatii.

4. Pacientii cu deletii out-of-frame la care clinica e grava. La acest grup se referd 4 pacienti.
Indeosebi se evidentiaza un pacient de 10 ani (Nr. 4) cu stare foarte gravi, el nu poate merge. La
acest copil am depistat urmatoare haplotipuri 66-AG (MTRR).

Ciclul folat reprezinti o cascada enzimatici complexd. In acest proces sunt incluse
diferite enzime care asigurd sinteza metioninei din homocisteind [6]. Insuficienta metioninei
duce la dezechilibrarea biosintezei proteinelor, incetinire cresterii si dezvoltarii organismului si
tulburdri functionale grave. Unele din cauze insuficientei metioninei sunt: polimorfismul genei
metiltetrahidrofolatreductaza (MTHFR), care duce la micsorarea activitatii fermentului la 35-
60%. Metiltetrahidrofolatreductaza (MTHFR) — e enzima care catalizeaza sinteza aminoacidului
esential metionina §i apoi — S-adenozilmetionina, care joacd rol principal in procesul metilarii
ADN. Recent s-a identificat o mutatie a genei care duce la micsorarea activitatiit MTHFR in caz
de substitutie a citozinei cu timind in pozitie C677T. Acest dezechilibru ereditar duce la
hiperhomocisteinemie in combinatie cu insuficienta productiei metioninei [5].

O alta varianta polimorficd a genei MTHFR este substitutia A — C in pozitia 1298.
Aceasta duce la Inlocuirea glutaminei cu alanina in domeniul regulator al fermentului. Aceasta se
insoteste cu diminuarea nepronuntatd a activitatii. Indivizii care sunt heterozigoti compusi dupa
alelele 677-CT si 1298-AC conform prezintd diminuarea activitatii fermentului la 40-50% si
profilul biochimic este asemanator cu profilul homozigotilor 677-TT [8]. Dupa datele noastre
starea de heterozigot compus se observa la pacientii din grupul 1, la care dupa teoria ,,fazei de
lecturd” noi presupunem manifestari clinice usoare, dar la ei se observa evolutia malignd a
miodistrofiei.

Remetilarea homocisteinei in metionind catalizeaza enzima citoplasmaticd metionin-
sintaza (MTR). Pentru activitatea acestui enzime este nevoie de metilcobalamina, derivatul vit.
B12. Fermentul MTR asigura transformarea homocisteinei in metionind gratie reactiei, in care
metilcobalamina joacd rolul purtitorului intermediar al grupei metil. In acelasi timp, se petrece
oxidarea cobalaminei, enzima MTR trece 1n stare neactiva. Restabilirea functiei enzimei poate sa
fie in timpul reactiei de metilare cu participarea fermentului metionin-sintetaza-reductaza
(MTRR).In aceastd gena sunt descrise diferite mutatii care formeaza un sir de variante polimorfe.
Polimorfismul 66AG (plle22Met) micsoreaza activitatea fermentului MTRR de 4 ori [3].
Reiesind din datele sustinute s-a constatat cd la 93% din bolnavi cu DMD/B se depisteaza starea
heterozigota a genei MTRR, ce poate influenta asupra procesului miopatic.

Concluzii

1. S-a estimat frecventa diverselor variante alelice ale genei MTHRF la pacientii cu
DMD/B. Frecventa polimorfismului  677CT in gena MTHFR constituie 21,4%.
Substitutia C677T duce la micgorarea activitatii metilentetrahidrofolatreductazei cu 35-
60% si1 respectiv la micsorarea cantitdtii de metionina - ceea ce influenteaza procesul
miopatic.

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

3. La bolnavii cu deletii in gena distrofinei fara decalarea fazei de lecturd (deletii in-frame)
in combinatie cu starea heterozigotd dupda genele MTHFR, MTRR in locul tabloului
clinic usor (neinsemnat) se observa tabloul clinic grav.

4. La bolnavi cu clinica ugoard a fost depistat polimorfismul genelor ciclului folat, care rar
se Intalneste in populatia (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) reprezintd o problema devastatoare reproductiva ce afecteaza
~1-2% din cuplurile care doresc copii. Factorii genetici par sa fie frecvent asociati cu esecurile
reproductive. Cauzele AR insa sunt multiple, incluzind anomalii cromozomiale, trombofilia, boli
metabolice, disfunctiile endocrine, defecte anatomice, infectiile i factori imunologici.
Cercetdrile recente au evidentiat un interes sporit in identificarea marcherilor genetici pentru AR,
asa ca inactivarea preferentiald a unui cromozom X si polimorfismele HLA. O astfel de
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