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CURS 1
GENETICA UMANA - STIINTA FUNDAMENTALA SI MEDICALA

Genetica este 0 stiintd biologicda fundamentald, cu ritm rapid de dezvoltare, ce studiaza
proprietatile universale ale vietii — ereditatea, variabilitatea si substratul lor material — moleculele de
ADN. In conceptul actual, organismul viu este un sistem deschis, ce se autoregleazi si se
autoreproduce. Activitatea vitald este sustinutd de schimbul permanent de energie, substante si
informatie. Particularitatile organizarii si functiondrii sistemelor biologice, cdile de transformare a
substantelor si energiei sunt controlate de informatia ce se contine in gene. Descifrarea informatiei
genetice se realizeaza in procesul de biosintezd a diverse proteine, care reprezintd suportul tuturor
proceselor vitale ale organismului.

Ereditatea este proprietatea organismului de a pastra si a transmite caracterele morfologice,
fiziologice, biochimice si de comportament generatiilor urmatoare. Ereditatea este asiguratd de
proprietatea moleculelor de ADN de a se replica cu mare exactitate si a determina transmiterea de-a
lungul miilor si milioanelor de generatii a informatiei si, deci, a caracterelor. Astfel, in realitate, nu
caracterele se pastreaza si se transmit, ci informatia genetica despre ele, codificatd in ADN. Ereditatea
face posibild conservarea speciilor in spatiu si timp.

Variabilitatea este proprietatea organismului de a prezenta caractere deosebite de cele ale
parintilor, asigurand diferente individuale, intrafamiliale si intrapopulationale. Sursele principale ale
variabilitatii sunt diferite modificari ale materialului ereditar (mutatiile) care apar in rezultatul erorilor
de replicatic sau actiunii diferitor factori mutageni fizici, chimici sau biologici. O alta sursa de
variabilitate, este capacitatea moleculelor de ADN de a se recombina si, ca rezultat, apar combinatii noi
de gene si, respectiv, de caractere. Totodatd, diversi factori ai mediului (intern si extern) pot modula
activitatea genelor, asigurand raspunsul organismului in conditii concrete. Aparitia la descendenti a
caracterelor noi este importantd din punct de vedere evolutiv, asigurdnd adaptarea indivizilor la
conditiile noi ale vietii. Transmiterea caracterelor evaluante la descendenti determind dezvoltarea
speciei in timp.

Substratul ereditatii si variabilitatii la majoritatea organismelor vii este molecula de ADN (ca
exceptie, la unii virusi materialul genetic este reprezentat de molecule de ARN). Structura moleculelor
de ADN, proprietatile, structura si functia genelor, mecanismele moleculare ale reglarii activitatii
genice reprezinta obiectul de studiu al geneticii contemporane. Permanent sunt elaborate metode noi de
cercetare, identificate gene noi, stabilite legitati noi ce permit de a patrunde mai profund in tainele
vietil.

Genetica ofera o intelegere stiintificd a proceselor biologice ce stau la baza activitatii vitale
normale a organismului, cat §i a deregldrilor in diverse stari patologice. Toate stiintele despre om
integreaza realizarile geneticii, fapt confirmat prin compartimentele geneticii care s-au transformat in
discipline independente:

— Genetica generala, clasica;
— Genetica dezvoltarii;

— Genetica senescentei;

— Imunogenetica;

— Genetica ecologica;

— Neurogenetica;

— Farmacogenetica;

— Genetica comportarii;

— Genetica medicala;

— Genetica clinica.



Genetica umand contemporana reprezintd o stiintd bazatd pe genetica clasica si genetica

moleculara ce se focuseaza pe:
= legitatile pastrarii, transmiterii si realizarii informatiei ereditare;
* mecanismul aparitiei, manifestarii si transmiterii modificarilor materialului genetic;
= structura si functiile genelor normale si patologice.

Genetica umand contemporand utilizeaza atdt metodele clasice ale geneticii cit si cele

moleculare:

>

metoda genealogicd — studiul agregarii familiale ale caracterelor ereditare, stabilirea tipului de
transmitere si calcularea riscului de recurentd la generatiile urmatoare, reprezentand o etapa
importanta 1n consultul si sfatul genetic;

metoda gemenologica — studiul ponderii factorilor genetici si ecologici in manifestarca
caracterelor normale sau patologice;

metode citogenetice - analiza cromozomilor si depistarea anomaliilor cromozomiale de numar si
de structura;

metode molecular — genetice — analiza variatiilor nucleotidice la nivelul moleculei de ADN,
studiul genelor normale si genelor mutante, identificarea polimorfismelor normale si mutatiilor
patologice;

metoda populational — statisticA — analiza genofondului populatiei, stabilirea frecventei unor
gene patologie, evaluarea factorilor ce deregleaza echilibrul populational;

modelarea matematica si biologica,

genetica celulelor somatice — studiul corelatiei dintre modificarile materialului genetic cu
modificarile fenotipice la nivel celular;

Medicii de diferite specialitati In activitatea lor intdlnesc boli genetice. Depistarea modificarilor

in structura genelor prin studiul ADN reprezintd o cale in diagnosticul corect al bolilor genetice.
Ingineria genica permite elaborarea si producerea diferitor preparate medicamentoase: hormoni, factori
de crestere, interferon, etc. Una dintre problemele actuale ale medicinei se referd la posibilitatea clonarii
embrionilor pentru transplantul tesuturilor si organelor. Se elaboreazd metode ale terapiei genice, prin

carc

gena patologica este Inlocuitd cu cea normald. Din aceste considerente, genetica umana este o

stiinta aplicativa, cu un rol deosebit in medicina.

Profilaxia bolilor genetice se bazeaza pe realizarile geneticii umane:
diagnosticul prenatal prin screeningul mutatiilor patologice;
terapia genica ce permite introducerea genelor umane in genomul celulelor somatice ale
purtatorilor de mutatii cu revenirea la un genotip normal;
obtinerea produsilor genetici artificiali, transferul lor in altd celuld sau organism, studiul
functiei;
sinteza noilor proteine cu proprietati terapeutice.

***k

Piatra de temelie pentru progresul Geneticii umane este pusa in anul 1956, an in care a fost

stabilita cromosologia umana si an in care a avut loc I-ul Congres in Genetica Umana la Copenhaga.
Principalele evenimente discutate la acest congres au fost:

- numarul de cromozomi la specia umana (46,XX; 46,XY);
- analiza grupelor de inlantuire;

- studiul proteinelor prin electroforeza in gel,

- stabilirea defectului molecular in siclemie.

Din 1956 pana in 1991 (Congresul VIII, Washington) au aparut metode moleculare in studiul

cromozomilor umani; s-a reusit sa se studieze variatiile ADN-ului.

Spre 1961 deja s-au evaluat implicatiile clinice ale anomaliilor cromozomiale:
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- rolul cromozomilor X si Y in sexualizare, patogenia sdr. Turner, Klinefelter; a fost
descoperit TDF — testis determining factor; a fost inaintatd ipoteza Mary Lyon privind
activitatea cromozomilor X la cele doua sexe;

- s-a stabilit corelatia dintre cromozomul Philadelphia si LMC (leucemia mieloida cronica)
care este prima piesa in ,,teoria cancerului” cu implicarea cromozomilor.

in 1966 a fost descifrat in totalitate codul genetic si se descriu erorile inndscute de metabolism;
se pun bazele diagnosticului prenatal prin amniocenteza.

In 1971 se pun la punct erorile innascute de metabolism prin studiul pe culturi celulare.

In 1980 se practica deja clonarea genelor umane. Iar din anul 1981 (Congresul de la lerusalim)
se discutd metodele de geneticdi molecularda implicate in studiul localizarii genelor la nivel de
cromozomi, prin studiul familial a patologiilor cu transmitere mendeliana. In 1985 a apirut tehnica
PCR. In 1986 la congresul de la Berlin s-a discutat despre studiul RFLPs in boala Hungtington; s-a
evidentiat importanta studiului molecular in asa patologii ca Granulomatoza cronica, distrofia
Duchenne, retinoblastom, leucemia mieloida cronica si limfomul Burkitt.

In 1991 s-au clonat si studiat genele implicate in patologia Duchenne, fibroza chistica,
neurofibromatoza, polipoza de colon, retinita pigmentara, cardiomiopatia hipertrofica, sdr. Marfan,
hipertermia maligna; au aparut diverse concepte legate de impriting-ul genelor si disomia uniparentala.

In 1994 a fost publicat ,,Catalogul Fenotipurilor Autosomal Dominante, Autosomal Recesive si
X-lincate”; acest catalog este denumit ,,Catalogul genelor umane si a defectelor genice”.

In 1996 a avut loc al XIX-lea Congres in Genetica Umani la Rio-de-Janeiro unde s-au discutat
marcherii ADN-ului; YAC-urile; rolul acidului folic in defectele aparute la nou-nascuti si introducerea
acestuia ca supliment obligatoriu in perioada prenatala; diagnosticul preimplantativ al celulelor utilizate
in fertilizarea in vitro s1 metodele de selectie a produsilor de conceptie non-mutanti.

Din 1996 pana in 2001 s-au descoperit mai mult de 1000 de gene implicate in patologia umana
(cu una sau mai multe mutatii); S-a studiat expresia genica, diagnosticul maladiilor genetice, s-au facut
studii de omologie pe drojdii si drosofila.

in 2001 a demarat Proiectul ,,Genomul Uman”. in perioada 2001 - 2003 se schimbi paradigmele
Geneticii:

- de la structural — la studiul functional al genelor,

- de la aranjarea genelor la nivel de cromozomi — la secventierea ADN-ului;

- de la diagnosticul unei afectiuni genetice — la determinarea predispozitiei genetice in bolile
comune,;

- de la etiologie — la patogenie, la mecanismul producerii bolilor genetice;

- de la studiul unei gene ce cauzeaza boala — la studiul familiilor de gene;

- de la genom — la proteinom;

- de la Genetica Medicala — la Medicina Genetica; Genetica Medicala se axeaza pe studiul
patologiilor mendeliene si a aberatiilor cromozomiale, pe cind Medicina Genetica se
focuseaza pe implicarea geneticii in orice parte a medicinii clinice, factorii genetici fiind
implicati in toate bolile existente, iar predispozitia genetica exista pentru maladiile comune
ale adultului si copilului; Genetica Moleculara prevaleaza in toate aspectele Geneticii
Umane si Medicale.

Complexitatea studiilor din ,,Proiectul Genomul uman”, chiar in zilele noastre inca nu sunt
definitive, deoarece, desi marea majoritate a genelor sunt cunoscute, incd nu se stie cu certitudine, cum
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se comportd marea majoritate a acestor gene ,,solo”, darami-te ,,in concert” cu celelalte gene din
genotipul uman.

Genetica Noua se bazeaza pe studiul secventelor specifice de ADN cu functie necunoscuta si
corelatiile genotip — fenotip. Asa dar, progresand in ultimii 40 de ani de la fenotip la ADN, in urmatorii
30 de ani ne vom intoarce de la ADN la fenotip determinand functia anumitor secvente de ADN.

O altd problema ce tine de viitor este studiul corelatiei: secvente ADN — functie — variatie a
secventelor ADN — functie. Se asteapta o intelegere a implicatiei factorilor genetici in afectiunile
multifactoriale (ex: HTA, boli psihice). Se asteaptd o viziune noua asupra maladiilor genetice ale
celulelor somatice — a patra mare categorie de maladii genetice (cancerul), celelalte trei categorii fiind —
bolile monogenice, boli multifactoriale; anomaliile cromozomiale. Conexiunea intre oncogeneza si
teratogeneza (oncogene si teratogene) deja a fost facutd pe exemplul tumorii Wilms si sindromul
cefalosindactiliei Greig. Terapia genica va deveni populard nu doar pentru maladiile ereditare, dar si
pentru cele ale celulelor somatice.

**%k
Traim in veacul celor doua revolutii stiintifice:
in biologie !!!
in informatica !!!

Geneticienii sunt privilegiati sd lucreze intr-un important camp stiintific — un camp al
provocdrilor intelectuale. Genetica umana este un camp care detine fascinatii particulare, pentru ca
implica aspectele fundamentale ale speciei noastre, sunt fascinatii pe care matematica, de exemplu, nu
le poate impartasi.

Genetica Umana, combind fascinatiile intelectuale si antropoceutice, oportunitatea de a
contribui la bundstarea umanitdtii, de a fi in serviciul familiei i individului aparte prin Genetica
Medicala. Dar acest privilegiu aduce cu sine si responsabilitati !!!

Proiectul Genomul Uman are semnificati etice, legale si sociale. Abilitatea de analizd a
genomului individului este acompaniata de riscul de a folosi gresit informatia si de aceia trebuie de
limitat la maxim acest risc. Exista necesitatea pastrarii confidentiale a anumitor studii pe indivizi,
trebuie protejata informatia pentru a nu se ajunge la un complex hazardat genetic — comercial.



CURS 2
APARATUL GENETIC AL CELULEI UMANE

Aparatul genetic al celulelor umane este format din structuri celulare ce contin ADN (nucleul
si mitocondriile) si care care intervin in realizarea functiilor ADN-ului (ribozomii si centrul celular).

Nucleul contine ~ 98% din ADN celular, iar numarul de molecule de ADN nuclear este corelat cu
numarul de cromozomi, care constituie o caracteristica de specie:

- 1n celulele somatice ale omului se contin 46 molecule lungi de ADN in cei 46 de cromozomi

(set diploid = 2n cromozomi);
- in celulele sexuale 23 molecule de ADN in 23 cromozomi (set haploid = n cromozomi).
ADN-ul cromozomial este extrem de heterogen, 25 % din secventele polinucleotidice corespund

genelor structurale codificatoare de proteine. Totalitatea informatiei genetice (genele) din cei 46
cromozomi ai celulelor somatice formeaza genotipul, fiind in proportie de 50 % / 50% de origine
materna si paterna.

Mitocondriile contin  ~ 2% din ADN celular. Spre deosebire de nucleu, mitocondriile contin citeva
copii mici de ADN circular. Informatia genetica din mitocondrii constituie plasmotipul. Transmiterea
informatiei ereditare a mitocondriilor se face pe linie materna.

Ribozomii reprezinta o componenta a aparatului de translatie a informatiei genetice, controland
biosinteza proteinelor — expresia informatiei genetice codificate in ADN.

Centrul celular asigura formarea aparatului de diviziune responsabil de repartizarea materialului
genetic in procesul de transmitere a informatiei genetice de la o generatie de celule la alte celule in timpul
mitozei, de la parinti la copii in timpul meiozei.
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ORGANIZAREA SI FUNCTIONAREA MATERILAULUI GENETIC
(date generale)

(A) ADN-ul detine informatia genetica despre:
= structura organismului
= particularitatile lui functionale
» particularitatile de dezvoltare, reproducere, raspunsului la actiunea factorilor de mediu,
* interactiunea dintre diferite elemente ale aceluiasi organism sau cu alte organisme.

ADN reprezintda macromolecule formate din doua catene polidezoxinucleotidice complimentare,
antiparalel sub forma de dublu helix. Informatia genetica in ADN este inscrisa sub forma unei secvente
prin succesiunea a patru tipuri de baze azotate:

AGCT

Bazele azotate se combina cite trei formind codoni - "cuvintele™ codului genetic, fiecare triplet
codifica un anumit aminoacid, de exemplu:
AAA — Lys
CAG — GIn
TGC — Cys
GGA — Gly
etc.

Astfel, succesiunea tripletelor dintr-un segment codant de ADN determind succesiunea
aminoacizilor dintr-un polipeptid.
Secventa codanta - ..AAACAGTGCGGA...

!
Fragment polipeptidic - ...Lys — GIn — Cys — Gly...

Sucesiunea aminoacizilor din polipeptid determina particularitatile spatiale si functionale ale
proteinei.

Proteinele determina (direct sau participind in diferite lanturi metabolice) toate structurile
celulare, activitatle celulare, asigura interactiunea cu alte celule, participa in apdrarea celulei sau
raspunsul la actiunea diferitor factori ecologici, etc.

(B) ADN-ul transmite informatia genetica din generatie in generatie (de la celula la alte celule
sau de la o generatie de organisme la alte generatii=> de la parinti la copii).
La baza mostenirii si transmiterei I.G. std proprietatea unica a moleculei de ADN de replicare:

1 moleculi de ADN  —relica® 5 5 molecule de ADN

In timpul replicarii sau sub actiunea diferitor factori ai mediului in molecula de ADN pot aparea
modificari In secventa nucleotidica — mutatii. Mutatiile pot avea catacter adaptiv sau pot fi patologice.
Pentru a se evita acumularea de mutatii patologice moleculele de ADN au alta proprietate unicd —
reparatia — cu refacerea structurii initiale a ADN-ului prin inldturarea nucleotidelor eronate sau
modificate si inlocuirea lor cu nucleotide normale.

(C) ADN-ul realizeaza informatia genetici in timpul sintezei moleculelor de ARN si
proteinelor.

ADN-ul poate fi transcris sub forma de secvente nucleotidice de ARN: ARNm, ARNr, ARNt si
microARN care participd la translatia 1.G. si sinteza lanturilor polipeptidice - viitoare proteine
structurale, enzime, receptori, reglatori, etc..
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ADN  fecrte , ARNm v%poﬁpeptid — proteini functionali
|, ARNr
> microARN'

(D) Procesele moleculare de baza din celule umane sunt:
replicarea ADN — suportul transmiterii 1.G.;

reparatia ADN — suportul stabilitatii 1.G;

transcriptia ADN si translatia ARNm — suportul realizarii I.G..

Toate aceste procese:
(1) sunt programate — se realizeaza numai intr-o anumitd perioada ontogenetica a celulei,
dependent de tipul celulei, depind de semnale endogene si exogene;
(2) se realizeaza matricial — moleculele initiale reprezinta modele pentru sinteza produsilor
specifici:
= ambele catene ale moleculei de ADN sunt matrite pentru sinteza noilor catene de
ADN 1in timpul replicarii;
= una din catenele moleculei de ADN este matrita in timpul reparatiei celeilalte catene
de ADN;
= una din catenele ADN-ului genic este matrita pentru sinteza moleculelor de ARN
(ARNm, ARNt, ARNr) in timpul transcriptiei ADN-ului;
= molecula de ARNm este matritd pentru sinteza polipeptidului in procesul translatiei
codului genetic;
(3) se desfasoara dupa principiul complementarititii bazelor azotate;
= 1n timpul replicarii catenele noi de ADN sunt complementare celor vechi, matritelor;
* 1n timpul reparatiei fragmentele reparate de ADN sunt complementare catenei
integre;
* 1In timpul transcriptiei moleculele de ARN sintetizate sunt complementare catenei
anticodogene a secventei moleculei de ADN;
* 1in timpul translatiei anticodonii moleculelor de ARNt — adaptorii aminoacizilor —
sunt complementare codonilor din ARNm.
(4) necesita factori proteici, unitati de polimerizare si energie pentru a se desfasura:
a. pentru a se desfasura replicarea:
= ADN-polimerazele - enzime ce sintetizeaza catene noi de ADN pe baza catenelor
vechi;
= dNTP — nucleotide, monomeri pentru formarea noilor catene de ADN + donatori
de energie in realizarea legaturilor covalente dintre nucleotide;
b. pentru a se desfasura reparatia:
= Endonucleaze — enzime specifice ce inlatura fragmentul nucleotidic defect;
= ADN-polimerazele - enzime ce sintetizeazd fragmente noi de ADN pentru
inlocuirea golului;
= dNTP — nucleotide, monomeri pentru formarea noilor catene de ADN + donatori
de energie in realizarea legaturilor covalente dintre nucleotide;
C. pentru a se desfasura transcriptia:
= ARN-polimerazele — enzime care sintetizeaza catene de ARN pe baza unei catene
a moleculei de ADN;
= NTP - nucleotide, monomeri pentru formarea moleculelor de ARN + donatori de
energie in realizarea legaturilor covalente dintre nucleotide;
d. pentru a se desfasura translatia:
= ribozomii — sediul translatiei si sintezei polipeptidului;
= ARNLt - translatorii codului genetic si transportori de aminoacizi spre ribozomi,
10



= aminoacizi — monomeri pentru formarea polipeptidului;
= ATP, GTP — surse de energie.

(5) necesita secvente nucleotidice reglatoare pentru interactiunea cu reglatorii procesului dat;

* Pentru initierea replicarii — secventa ORI;

» Pentru transcritie:

o Promotor — secventa reglatoare a initierei transcriptiei;
o Terminator — secventa reglatoare a terminarii transcriptiei;
o =+ Enhancer — secventa intensificatoare a transcriptiei;
o = Silencer— secventa atenuatoare a transcriptiei.
» Pentru translatie
o Codon de initiere - AUG;
o Codon STOP - UAA, UAG sau UGA,

(6) necesita factori proteici si energie pentru despiralizarea ADN-ului sau ARN-ului ca sa fie
acsesate matritele si citite secventele nucleotidice:

» Helicazele — enzime ce denatureaza acizii nucleici, scindeza legaturile de H dintre bazele
complementare ale ADN sau ARNmM — participa la toate procesele de baza analizate;

= Topoizomerazele — relaxeaza si despiralizeaza dublul helix de ADN, ajutind Helicazele
in timpul replicarii.

(7) se desfasoara in mai multe etape cu cooperarea numerosilor factori proteici si in
consecinta defectul sau absenta unei proteine din setul necesar pot compromite calitativ sau
cantitativ replicarea, reparatia, transcriptia sau translatia:

i Blocarea replicarii ADN-ului va conduce la blocarea proliferarii celulei (diviziunii
celulei) care in consecinta pot duce la:

o deficiente in dezvoltarea si cresterea organismului;
o deficiente in regenerarea si reinnoirea tesurutilor;
o 1mbatrinire precoce §i moarte.
ii Blocarea reparatiei ADN-ului va avea ca consecinta:
o acumularea mutatiilor patologice;
o sensibilitatea sporita a organismului la actiunea radiatiei ultraviolete, radiatiei
ionizante, substantelor chimice din mediu;
o aparitia si dezvoltarea rapida a tumorilor (cancerului);
o Imbatrinirea precoce §i moartea.

Iii Blocarea transcriptiei sau translatiei, fiind etape ale realizarii 1.G. vor avea ca
consecintd blocarea sintezei proteinei si diferite defecte (patologii) la nivel celular sau
organismic dependent de:

o tipul proteinei,

functiile ei in celula;

o tipul de celula, tesut in care se sintetizeaza si / sau activeaza,
o perioada ontogenetica in care este activa,
o efc.

(8) prezinta principii generale comune la diferite organisme si anumite particularitati, unele

aspecte sunt aceleasi si la procariote si la eucariote, inclusiv si la om.

(@]
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NIVELE DE ORGANIZARE A MATERIALULUI GENETIC

Din punct de vedere functional se disting trei nivele de organizare a materialului genetic: genic,
cromozomial, genomic, care au urmatoarele caracteristici comune:

1. autoreproducerea, care asigura transmiterea informatiei genetice la urmasi prin replicarea ADN-
ului si diviziunea celulara — suportul ereditatii,

2. autoconservarea, ce asigura stabilitatea organizarii, pastrarii si repartizarii uniforme a materialului
genetic in succesiunea generatiilor prin replicare si reparatia ADN-ului — importanta in pastrarea
caracterelor de specie;

3. mutabilitatea, care asigura proprictatea materialului genetic de a se schimba si de a transmite
modificarile descendentilor - sursa principala a variabilitatii.

Gena - unitatea elementara structural-functionala a ereditatii si variabilitatii:

- reprezintd o secventd specifica polinucleotidicd din molecula de ADN;

- contine informatia despre formarea caracterului elementar — proteina: succesiunea de nucleotide din
ADN determina succesiunea de aminoacizi in proteina;

- asigurd continuitatea materiald a informatiei genetice de-a lungul generatiilor, adicd mostenirea de
catre descendenti a caracterelor parentale;

- modificarile ce se produc 1n structura genei pot determina modificari in sinteza proteinei si ale
caracterului. Existenta genelor a permis descoperirea de catre G. Mendel a legitatilor de mostenire a
caracterelor.

Cromozomul — reprezinta substratul morfologic al ereditatii si variabilitatii:

- este reprezentat de o moleculd de ADN linear compactizatd cu ajutorul proteinelor histone si
nonhistone, vizibil in timpul diviziunii celulare;

- contine multe gene, de la citeva sute (crs. Y) pana la citeva mii (crs. 1);

- asigurd aranjarea ordonatd a informatiei genetice in spatiu, in grupuri de inlantuire, fiecare gena are
un locus fix pe molecula de ADN;

- determind transmiterea genelor in bloc, datorita proprietdtilor de replicare a cromozomilor si
compactizarii lor rapide;

- controleaza recombinarea materialului genetic — crossing-overul.

Genomul este nivelul superior de organizare a materialului genetic care asigura unitatea
genetica a sistemelor unui organism prin realizarea informatiei genetice in caractere fenotipice si
integrarea diferitor procese moleculare, biochimice, morfologice si fiziologice. Genomul reprezinta:

- totalitatea moleculelor de ADN ce se contin in celuld;

- genomul celulelor sexuale umane - 23 molecule ADN nuclear (set haploid) si cateva moleculele de
ADN mitocondrial;

- genomul celulelor somatice - 46 molecule ADN nuclear (set diploid) si cateva copii de ADN
mitocondrial;

- genomul contine setul de secvente codante, reglatoare si modulatoare care asigurd dezvoltarea
tuturor caracterelor specifice individului;

- sistemul de gene care se contine in 46 molecule de ADN ale celulelor somatice se numeste genotip
si include circa 25-35 mii perechi de gene;

- genele din ADN mitocondrial formeaza plasmotipul,

- setul diploid al moleculelor de ADN nuclear, organizate sub forma de cromozomi (complexe ADN-
proteine) formeaza cariotipul.
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CARACTERISTICA GENOMULUI UMAN

Genomul este sistemul genetic complet al celulei organismului uman, care determina
dezvoltarea individuala, activitatea vitald si transmiterea caracterelor structurale si functionale
descendentilor. Sistemul genetic uman complet include genomul nuclear si mitocondrial, adica 46
molecule ADN nuclear si citeva molecule circulare mitocondriale.

|- 75% | |

Genomul mitocondrial ]

~T000 M

166 kb
50000 gene

Genamul rielear
37 gene

Gene gi secvente ADM 13 gene 22 gene 2 gene
reglatoars extragenic gtruerturale ARME ARMr
Unice sau

moderal repstitive

~60%
-
ADM Unice sau
-:r.udrn:atar necodificator putin repetitive

Pzeudagene Fragmente Introni, secvente Clastere repetate ecvente repetitive
genice netranstate, ete. i Eamdem dispersate

Maoderat gi inalt
repaetitive

Genomul nuclear al celulei somatice umane reprezinta 95-98% din cantitatea de ADN celular si
este fragmentat in 24 molecule de ADN distincte:

= 22 molecule de ADN ce formeaza cromozomii autozomi;
= o molecula de ADN ce formeaza cromozomul X;
= o moleculd de ADN ce formeaza cromozomul Y.

In nucleu sunt aproximativ:
- 7 picograme de ADN cu o lungime de pana la 7 mld. p.n. (7x109),
- circa 30.000 perechi de gene codificatoare de proteine care:
= constituie doar 25% din ADN-ul celular;
= sunt dispersate neomogen pe toti cromozomi;
- 90% regiuni eucromatice ce asigura transcriptia i se caracterizeaza prin alternarea:
*  secventelor unice i repetitive,
= codificatoare si necodificatoare;
- 10% - regiuni heterocromatice ce constau din secvente inalt repetitive necodificatoare;
Partea necodificatoare a genomului se caracterizeaza printr-un polimorfism inalt, care
* nu se manifesta in fenotip,
= constituie baza moleculara a individualitatiit ADN-lui uman —,,amprenta genetica”.

Genomul nuclear reprezintd o comunitate simbioticd de secvente nucleotidice, care consta din
elemente obligatorii si facultative.

Elementele obligatorii determina formarea si transmiterea caracterelor specio-specifice si

individuale, structurale si functionale intr-un sir de generatii; controleaza particularitatile dezvoltarii
ontogenetice ale fiecarui individ.

Elementele obligatorii ale genomului uman sunt:
= genele structurale caracteristice speciei, numarul si localizarea carora sunt constante in genom;
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= genele ARNr si ARNt — produsii carora asigurd expresia genelor structurale, sinteza proteinelor
celulare — baza tuturor structurilor si functiilor celulelor organismului uman;

= secventele inversate si palindromii care reprezinta situsuri de recunoastere - reglatoare ale expresiei,
replicarii si recombinarii materialului genetic;

» secventele centromerice si telomerice care asigura integritatea materialului genetic cromozomial,
transmiterea exacta a IG in timpul mitozei, meiozei.

Elementele facultative ale genomului sunt reprezentate de pseudogene, elemente mobile
(transpozoni), secvente de ADN viral, retrotranscripti (ADNCc), care reprezinta un substrat in evolutia

genomului.
CLASIFICAREA SECVENTELOR GENOMULUI UMAN NUCLEAR
ADN nerepetitiv 60% ADN moderat repetitiv ADN inalt repetitiv
30% 10%
Tipuri de - gene structurale - gene de clasa I si III; ADN saf[e!it (lQO-ZOOpb)”; )
secvente - pseqdoggng - SINEs ADN m!nlsatellt.(l4-65pb) ;
’ - spatiatori ai genelor - LINEs ADN microsatelit (1-4pb)".
Numarul de | - secvente unice sute si mii de copii de secvente scurte Milioane de copii de secvente de 2-
copii per - familii multigenice cu de 300-1000pb 200pb
genom un numar mic de copii
dispersate neomogen pe | - sunt dispersate in genom - a-satelitii in regiunile de
. toti cromozomii - formeaza secvente repetate in tandem | heterocromatind costitutiva;
Localizare o o . .
- minisatelitii au localizare specifica
pentru fiecare cromozom
- codifica proteine - codifica ARNr, ARNt, ARNsn - a —satelitii au rol structural;
- separa secventele - reprezinta transpozoni - minisatelitii reprezintd markeri
Functii codificatoare - secvente ORI specifici ai cromozomilor;
’ - regleaza expresia - controleaza imperecherea corecta a - microsatelitii sunt hipervariabili -
genelor cromozomilor in timpul meiozei marcheri genetici individuali —
permit ,,dactiloscopia genomicd”

Genomul mitocondrial este reprezentat de 2-10 copii circulare de ADN, localizate in matricea
mitocondriald. Fiecare molecula de ADN consta din 16.569 perechi nucleotide. Ambele catene ale moleculei

de ADN contin gene structurale care sunt lipsite de

introni si se separd unele de altele prin gene ARN. in

fiecare moleculd de ADN sunt localizate 13 gene ce codifica proteine — enzime ale aparatului de respiratie
mitocondrial, 2 gene pentru ARNTr si 22 gene pentru ARNt.

Genomul mitocondrial se caracterizeaza
prin:

— numdr variabil a copiilor per celula, care
depinde de numarul mitocondriilor si /
sau intensitatea metabolismului celular;

— localizarea compacta a genelor;

— lipsa secventelor necodante;

— transcrierea informatiei de pe ambele
catene ale moleculei de ADN;

— mutabilitatea Tnaltd a  secventelor
nucleotidice;
— mutatiile genelor mitocondriale sunt

cauzele unor boli genetice legate de
metabolismul energetic (de ex., miopatii,
encefalopatii, etc.);

— transmitere pe linie materna.

The IRNA Phe INA

Sar RNA

ATF synthetase =
ssbunit 6 suborit B

A. Mitochondrial genes in man
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DINAMICA MATERIALULUI GENETIC NUCLEAR
Materialul genetic nuclear este reprezentat de cromatind sau cromozomi, care din punct de

CROMOZOM
Cromatdd  Cromatda
Telomer

Clentromer

RNucleu

: o
%{ Solenoid .:' Nucleasomi
0@___;_ .

vedere

organizarii

moleculare

reprezinta

complexe nucleoproteice (ADN, proteine histone,
proteine nehistone, ARN). Cantitatea, forma si
activitatea materialului genetic se modifica in

functie de:
- perioada ciclului celular;

- perioada ontogeneticd;
- tipul celulei;
- actiunea factorilor de mediu.
in diferite perioade ale ciclului celular
materialul genetic se poate prezenta sub forma de:

@ . . o e
- Histone - cromatind sau cromozomi, gratie diferitor
2 " nivele de compactizare;
P . - cromozomi  mono- bicromatidieni,
[ | n . o .
@;" | .'® X nainte sau dupa replicare;
: \35’ Q}@ - secvente genetic active sau inactive
. AN ADN inti
A 7{% *@w& T (dubly helix) transcrlp‘glonal.
Compactizarea ADN-ului nuclear
Dinamica materialului genetic pe parcursul ciclului celular
Perioadele : . Nr de mol de
. . Grad de condensare | Procese genetice | Nr de cromozomi
ciclului celular ADN
Eu- si heterocromatina | Transcriptie,
Gl translatie, 46 46
reparatie
Eu- si heterocromatina | Replicatie,
transcripti
S SCTIPHE, 46 46—92
translatie,
reparatie
Eu- s1 heterocromatina | Transcriptie,
G2 translatie, 46 92
reparatie
Profaza Heterocromatina - 46 92
Cromozomi -
Metafaza . 46 92
etafaza metafazici
Anafaza Heterocromatina - 92 92
Telofaza Heterocromatina Transcriptie 46+46 46+46

(A) COMPACTIZAREA MATERIALULUI GENETIC

Materialul genetic poate fi reprezentat de cromatina in nucleul interfazic si de cromozomi in
timpul diviziunii. Cromatina constituie forma extinsa si despiralizata a cromozomilor. Din punct de
vedere al interactiunii cu colorantii bazici, cromatina se clasifica in doua categorii: eucromatind si
heterocromatina.
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Eucromatina reprezinta regiunea slab condensatd a cromatinei care contine gene structurale
si este portiunea functional activd a ADN-ului de pe care are loc transcriptia. Astfel regiunile de
eucromatina sunt responsabile de expresia specifica a informatiei genetice, reglarea proceselor vitale
esentiale prin expresia genelor ,,house keeping”. Ponderea eucromatinei poate varia de la celula la
celuld datorita expresiei diferentiate a genelor specifice de tesut, specifice unei anumite perioade

ontogenetice sau actiunei factorilor de mediu .

Heterocromatina reprezinta segmente de cromatina condensate, inactive genetic, care nu se
supun transcriptiei. Se disting doua tipuri de heterocromatina: constitutiva si facultativa.

Heterocromatina constitutivi contine ADN repetitiv (ADN satelit), deci nu contine secvente
codificatoare si nu poate fi transcrisd. Astfel de secvente sunt implicate in idividualizarea

? {
'R

7

Reprezentarea aceluiasi fragment de cromozom in dlferlte celule (A, B,
C). E —eucromatina, Hc — heterocromatina constitutiva, Hf —

heterocromatina facultativa

cromozomilor (secventele
telomerice), reglarea mitozei sau
meiozei  (centromerii), separarea
secventelor codificatoare si aranjarea
lor functionala in nucleu. Localizarea
segmentelor de  heterocromatina
constitutivda In cromozomii omologi
este identica si, de regula, nu variaza
de la celula la celula.

- Heterocromatina facultativi
contine secvente codificatoare
neactive, functia lor fiind dependenta
de momentul ontogenetic, tipul de
tesut sau de sex. Heterocromatina

facultativa 1n anumite conditii se poate decondensa §i transforma In eucromatina.

Heterocromatina facultativa autozomala regleaza indirect expresia genelor dependente de tesut
sau a genelor ce activeaza in diferite perioade de varsta. Heterocromatina facultativa sexuala —
cromatina sexuala X - reprezintda un cromozom X heterocromatinizat in nucleele celulelor
somatice cu doi cromozomi X; inactivarea cromozomului X se realizeaza arbitrar, indiferent de
originea lui maternd sau paternd; astfel, in unele celule (46,XX) un cromozom X este activ

(eucromatinizat) iar celalalt - inactiv (heterocomatinizat).

(B) CANTITATEA MATERIALULUI GENETIC

46 cromozomi 46 cromozomi 46 cromozomd 46 cromozomi

monocromatidient bicromatidieni  monocromatidieni monocromatidieni
Dinamica cromozomilor pe parcursul ciclului celular

Cantitatea materialului genetic 1in
celulele somatice depinde de perioada
ciclului celular. O celula tanara in perioada

Replicarea : g . . nA o . .

- @ Diundia 8 G1 a interfazei, pana la replicarea ADN-ului,

ADN = cromatidelor + . . At

. » > contine 46 de cromozomi monocromatidieni
Perioada S Anafaza >

(46 molecule ADN). Pe parcursul perioadei S
are loc replicarea semiconservativa i
asincrona a ADN-ului, cromozomii devenind
bicromatidieni (92 molecule de ADN). Cele
doud cromatide ale unui cromozom raman
unite prin centromer pana in anafaza mitozei,
cand are loc distributia materialului genetic la
celulele fiice. In asa mod celulele nou-
formate contin aceeasi cantitate de material

genetic ca si celula initiala (transmiterea ereditara a materialului genetic de la celula la celuld).



(C) ACTIVITATEA MATERIALULUI GENETIC

Activitatea materialului genetic se exprima prin capacitatea ADN-ului de a fi transcris.
Transcriptia si rata transcriptiei este dependentd atat de perioada ciclului celular, cat si de tipul
celulei, actiunea diferitor factori genetici sau negenetici.

Pentru ca o secventa de ADN sa fie transcrisa sunt necesare urmatoarele evenimente:

- solicitarea produsului proteic respectiv in celula;
- activarea unor factori de transcriptie specifici;
- eucromatizarea secventei respective de cromozom.

Deoarece pe parcursul diviziunii celulare ADN-ul este puternic condensat, eucromatizarea si
respectiv transcriptia este posibila doar in interfaza.

Sub actiunea unor inductori ai transcriptiei are loc despiralizarea selectivd a unui segment
cromozomic, initierea transcriptiei si sinteza unei molecule de ARN. Tipul si cantitatea proteinei
sintetizate este dictata de necesitatea celulei sau organismului.

Produsii proteici ai genelor pot fi clasificati in cateva grupe:

- proteine house keeping indispensabile activitatii tuturor celulelor,

- proteine specifice pentru un anumit tesut,

- proteine necesare unei anumite perioade a ontogenezei celulei sau organismului;

- proteine necesare organismelor de sex feminin sau masculin;

- proteine necesare in anumite conditii de mediu.

Astfel, concomitent intr-o celula se expreseaza circa 10% din setul de gene mostenite.

Fiecare celula a organismului contine setul complet de gene
(30000 perechi aene pentru 46 mol. ADN nuclear)

Expresia genica numai 10% din toate genele

/ l N

Expresie continud ~ Expresie dependentd de anumite conditii: Non-expresie:
Gene ARNr - Gene specifice de tesut; pseudoaene
Gene ARNt - Gene specifice de perioada

Gene house keeping ontogeneticd;
- Gene specifice de perioada ciclului
celular;

- Gene specifice de factorii de mediu.
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CURS 3
VARIABILITATEA S$I FORMELE EI

Variabilitatea este proprietatea organismelor de a obtine caractere sau insusiri noi, diferite

de cele ale parintilor. Variabilitatea este un fenomen biologic complex si universal in lumea vie:

- este determinatd de factori ecologici si ereditari;

- se manifesta prin modificari genetice, biochimice, fiziologice si morfologice.
Variabilitatea are o importantd deosebita 1n viata organismului, populatiei si speciei, asigurand:

- polimorfismul genetic si fenotipic individual;

- supravietuirea organismelor in diversele conditii ale mediului;

- susceptibilitatea diferita a indivizilor la anumiti factori ai mediului;

- manifestarea unor stari patologice;

- selectia naturald;

- baza materiala a evolutiei speciei umane.

Factorii ecologici care determina aparitia variatiilor pot fi clasificati in factori externi (fizici,
chimici si biologici) si factori interni (produsi intermediari ai metabolismului, diferite stari
fiziologice).

CLASIFICAREA VARIABILITAIII
Transmiterea sau netransmiterea ereditara este criteriul fundamental in clasificarea
variabilitatii. Valoarea biologicd a variatiilor este judecatd in raport cu faptul daca acestea sunt
corelate cu modificari la nivelul materialului genetic. Din acest punct de vedere, variabilitatea este
de doua tipuri:
- variabilitate neereditard, numita si variabilitate fenotipica sau modificatiune;
- variabilitatea ereditara sau variabilitatea genotipica.

— rnodificir n limitele normei
de reactie cu caracter adaptiv

— modifican ontogenetice

— FENOTIPICA

— anomalii spontane produse sub
actiunea factorilor mezologici

— fenocopii

VARIABILITATEA — recombinare genomica

recombinare intercromozomics
— COMBINATIVA
recombinare intracromozomics

recombinare genici

— GENOTIPICA —

mutatii genomice

L MUTATIONALA mutatii cromazomiale

mutatii genice
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(A) VARIABILITATEA NEEREDITARA

Variatiile neereditare sau modificatiunile reprezinta reactiile organismului, determinate
genetic, de a raspunde la actiunea factorilo mediului ambiant prin schimbari morfologice, fiziologice
si biochimice, pe termeni mai scurti sau mai indelungati.

Modificatiunile se caracterizeazd prin:
I.  variatii fenotipice neereditare;
Il.  poarta un caracter adaptiv si favorizeaza individul in lupta pentru existenta;
ili.  reprezintd stari reversibile de durata diferitd, determinata de tipul factorului ecologic,
intensitatea si durata de actiune a acestuia si particularitatile caracterului modificat;
iv.  determind capacitatea organismelor de a reactiona diferit cand sunt puse in conditii similare
de viata, fiind o caracteristica ereditara (norma de reactie).

Exemple de modificatiuni la om pot fi: rdspunsul la actiunea razelor ultraviolete (cresterea
cantitdtii de melanina In epiderma — bronzarea); raspunsul la eforturi fizice repetate (cresterea masei
musculare); raspunsul la hipoxie (marirea concentratiei hemoglobinei in sange); raspuns la actiunea
indelungata a temperaturilor scazute (cresterea stratului celulo-adipos subcutanat — tipul arctic).

Modificatiunile se produc in anumite limite, ce sunt controlate genetic i sunt dependente de
doza si durata de actiune a factorului modificator. Pentru fiecare organism aceste limite sunt
individuale si se Incadreazd in notiunea de norma de reactie. Norma de reactie pune in evidenta

10wy

a acestuia in diferite conditii mezologice (mediul ecologic, mediul familial, mediul social).

* * * k% %

Caracterele indivizilor §i ale populatiei umane se manifesta fenotipic in limitele normei de
reactie, a potentialului genetic inscris in structuri ereditare (genomul nuclear si mitocondrial), iar
prin educatie — prin dirijarea factorilor sociali si ecologici, se pot dezvolta caracterele si trasaturile
ce se inscriu in norma de reactie.

(1)  Sunt indivizi cu potential genetic favorabil, cu norma largd de reactie (talent muzical,
inteligenta, capacitati fizice):

a. in mediu social-educational nefavorabil nu se manifesta posibilitatile in toata

e, .

perfectionare.
(2)  Sunt indivizi cu normad de reactie manifestata in limite relative:
a. Fara educatie se manifesta mediocru;
b.  Prin educatie se manifesta la valoarea lor.
(3) Sunmt indivizi cu deficiente psiho-somatice determinate genetic, cu normd de reactie
manifestata in limite restranse (oligofreni etc.) educati in institutii speciale.

* k kK X

Unii factori ai mediului pot avea actiune distructiva asupra organismului, producand
modificatiuni ce depasesc limita normei de reactie. Drept exemple sunt anomaliile de dezvoltare
teratogene.

Factorii teratogeni de diferitd natura (fizici, chimici, biologici) perturbeaza dezvoltarea
normald a embrionilor la diferite perioade ale ontogenezei, producand anomalii morfologice,
fiziologice sau biochimice, prezente la nastere. Acestea ar putea fi confundate cu defecte ereditare si
in acest caz poarta denumirea de fenocopii (de ex., surditatea rubeolica, microcefalie alcoolica etc.).
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(B) VARIABILITATEA EREDITARA SAU GENOTIPICA

Variatiile ereditare sunt produse prin modificdri ale materialului genetic — modificari in
structura §i /sau cantitatea materialului genetic.

Variatiile ereditare se caracterizeaza prin urmatoarele particularitati:
I.  sunt determinate de modificari specifice ale materialului genetic;
ii. apar spontan sau prin actiunea factorilor fizici, chimici si biologici asupra materialului
genetic;
iii.  setransmit de-a lungul generatiilor, sunt ereditare;
Iv.  reprezintd sursa principala a evolutiei lumii vii;
V. stau la baza polimorfismului populatiei.

Sursele biologice ale variabilitatii ereditare sunt mutatiile §i recombinarea materialului
ereditar — doua cai prin care apar caractere si / sau combinatii noi de caractere, ce au o anumita
valoare si semnificatie biologica.

1. VARIABILITATEA COMBINATIVA

Recombinarea materialului genetic este asiguratd in general de procesele legate de Tnmultirea
sexuata.
In dependenti de cantitatea de material implicat in recombinare deosebim:
- recombinare genomicd — recombinarea materialului ereditar in procesul fecundatiei;
- recombinarea intercromozomicid — combinarea independentd a cromozomilor neomologi in
anafaza | a meiozei;
- recombinarea intracromozomicd — recombinarea genelor intre cromozomii omologi in procesul
crossing-overului.

Importanta biologica a recombindrilor materialului genetic:
a. combinarea intampldtoare a genelor de origine parentald diferitd si nasterea unor indivizi cu
caractere comune ale ambilor parinti — unici din punct de vedere genetic si bioogic;
b. selectia naturala prin eliminarea indivizilor cu combinatii defavorabile de gene, mutatii letale si
semiletale si1 supravietuirea indivizilor cu caractere normale, adaptive;
c. evolutia speciei datorita selectiei genelor evaluante.

2. VARTIABILITATEA MUTATIONALA

Mutatia este fenomenul biologic de aparitie a modificarilor materialului genetic, prin care
apar caractere si insusiri noi, cai metabolice sau structuri noi si, ca rezultat, a unui fenotip nou.

Mutatia apare relativ rar §i ramane destul de stabild de-a lungul generatiilor. Procesul prin
care apare mutatia se numeste mutageneza. Factorii fizici, chimici si biologici care produc mutatii
Se numesc agenti mutageni. Prin mutatie pot sd apard gene noi (gene mutante), cu informatie
ereditara diferitd de cea initiala (genda de tip salbatic).

Mutatia include modificari in structura acizilor nucleici si a genelor, schimbarea cantitatii
materialului genetic (anomalii de numar ale cromozomilor); poate interesa materialul genetic
nuclear (genotipul) cat si materialul genetic citoplasmatic (plasmotipul).

In functie de cantitatea materialului genetic modificat, sediului proceselor de mutageneza, —
gena, cromozom, genom — se pot descrie trei tipuri de mutatii:

i.  mutatii genice ce se produc la nivelul moleculei de ADN, pot implica intreaga gena, mai
multe nucleotide sau unul singur;
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Ii.  mutatii cromozomice (aberatii cromozomiale) sunt modificari structurale ale
cromozomilor ce constau in pierderea, castigul sau rearangarea unor segmente din
cromozom;

iii. mutatii genomice sunt modificari ale setului diploid (46) de cromozomi, afectand fie 1-2
perechi cromozomi (aneuploidie), fie toti cromozomii, prin addugarea a 1-2-3 seturi
haploide (poliploidie).

O alta clasificare a mutatiilor se bazeaza pe tipul de celuld afectata: germinald sau somatica:
- Mutatiile germinale produc gameti anormali, care dupa fecundare transmit mutatia la generatia
urmatoare, rezultand un individ in care toate celulele vor fi mutante;
- Mutatiile somatice vor forma o clona celulard anormald si, secundar, prin modificdrile morfo-
functionale ale organelor, sunt implicate In geneza cancerului §i accelerarea senescentei
organismului.

Mutatiile genice pot fi spontane sau induse. Primul tip este determinat de factori
necunoscuti, imposibil de definit sau obiectivat de un observator; al doilea tip de mutatii sunt
produse prin actiunea unor factori cunoscuti: fizici (radiatii ionizante), chimici (analogi ai bazelor
azotate, agenti alchilanti) sau biologici (virusuri). Mutatiile spontane — ar putea fi determinate de
radioactivitatea naturald (reprezentatd de razele cosmice, radioactivitatea terestra permanentd si
iradierea internd) si reprezenta circa 1,5% din totalul mutatiilor inregistrate la om.
Modificarile materialului genetic se pot rasfrange asupra proprietatilor vitale ale organismului

mutant si pot fi:

- mutatii evaluante, pozitive, care asigura aparitia unor caractere noi care-l fac pe individ mai
rezistent la factorii de mediu;

- mutatii defavorabile, negative, letale sau subletale ce determinad aparitia unor anomalii
incompatibile cu viata sau stari patologice;

- mutatii neutre care nu afecteaza vitalitatea producand polimorfisme genice si fenotipice.

POLIMORFISMUL ADN

Analiza genomurilor umane, alese la intimplare, indica identitatea lor in proportie 99,9%, iar
0,1% prezintd variante diferite ale unei secvente de ADN. Aceste variatii pot fi atit in interiorul
genelor, cit si in regiunile intergenice, ultimele fiind mai frecvente deoarece nu sunt eliminate de
selectia naturala.

Polimorfismul ADN se refera la variatiile nucleotidice din diferite regiuni ale ADN-ului.
Existd mai multe tipuri de polimorfisme ADN:
- variatii a unui singur nucleotid — SNP (single nucleotid polymorphism);
- variatii microsatelitice di-, tri-, tetra- si pentanucleotidice — STR (short tandem reapeats);
- variatii minisatelitice cu secvente de 10-15 p.n. repetate in tandem - VNTR (variable number

tandem reapeats).

Secventele polimorfe Tn genomul uman sunt intilnite cu o frecventd de un situs polimorf la
300-500 nucleotide.
Polimorfisme ADN nu se manifestd in fenotip si constituie baza moleculara a individualitatii

ADN-lui uman — ,,amprenta genetica” , iar situsurile polimorfe — marcheri in studiile populationale
sau in identificarea persoanelor — ,,dactiloscopia genomica”.
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CURS 4
CROMOZOMII UMANI

Termenul de cromozom a fost propus in 1888 de Waldeyer cu referinta la corpusculi colorati
ce pot fi vizualizati pe parcursul diviziunii celulare. In interfazi cromozomii sunt decondensati si se
prezintd sub formd de filamente, fibre sau bucle de cromatind bine organizate in nucleul celulei,
aspectul caruia depinde de tipul celulei sau perioada ontogenetica. Segmentele de cromatina active
transcriptional se prezintd sub formd de eucromatind, iar cele ce nu se transcriu — sub forma de
heterocromatind. Cromozomii metafazici reprezinta nivelul maximal de condensare a materialului
genetic nuclear, iar studiul cromozomilor in metafaza permite identificarea precisd a fiecarui
cromozom, evaluarea morfologiei cromozomilor.

CARACTERISTICI GENERALE ALE CROMOZOMILOR

1. Cromozomii reprezinta nivelul supramolecular de organizare a materialului genetic si
substratul morfologic al ereditatii. Molecula de ADN este principalul component al
cromozomului, care-i specifica functiile de pastrare, transmitere si realizare a materialului
genetic ce-1 contine sub forma de secvente polinucleotidice specifice — gene.

2. Un cromozom contine de la cateva sute la cateva mii de gene: reprezinta un grup de inlintuire
a genelor:

- sigura ordonarea genelor in spatiu si in timp - fiecare gend are o pozitie fixd pe cromozom —
locus;

- activarea sau inactivarea genei este realizata strict dupa necesitatile celulei sau organismului;

- asigura transmiterea inlantuitd a genelor si caracterelor determinate de genele unui cromozom.

3. Cromozomii se autoreproduc in perioada S a interfazei prin replicare semiconservativa a
moleculelor de ADN care i constituie. Replicarea diferitor segmente cromozomiale si diferitor
cromozomi se realizeaza asincron, dar la sfarsitul perioadei S toti cromozomii devin
bicromatidieni.

4. Cromozomii reprezintd structuri dinamice ce isi modifica aspectul, forma, activitatea in
dependenta de perioadele ciclului celular.

5. Cromozomii au structurd neomogena de-a lungul lor datorita alternarii diferitor segmente de
ADN:

- secvente codificatoare si necodificatoare,

- secvente unice si repetitive,

- regiuni ce corespund eucromatinei §i heterocromatinei;

- regiuni ce se deosebesc dupa gradul de pliere a fibrei de cromatina (dimensiunile buclelor);

- regiuni cu un continut diferit de perechi A=T si G=C,;

- regiuni cu o cantitate diferita de proteine asociate.

Toate aceste explica polimorfismului cromozomial, colorarea diferentiatd a cromozomilor si

originea benzilor (Vezi ,,Tehnici de analizd a cromozomilor”).

Fiecare individ, fiecare celulda contine un set diploid de cromozomi. Fiecare cromozom in
setul diploid are omologul sdu. Cele 23 de perechi de cromozomi ale celulei umane somatice
constituie cariotipul, care atat cantitativ, cat si calitativ se implica in formarea fenotipului celulei si
organismului uman.

Modificarile numarului sau structurii cromozomilor produc anomalii de dezvoltare multiple
— sindroame cromozomice plurimalformative (ex. 47, XX(XY),+21 - sindrom Down;
46,XX(XY),5p- - sindrom ,,cri-du-chat”) sau determina transformarea clonelor celulare aneuploide.
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Genetica dispune de variate tehnici de cariotipare pentru depistarea anomaliilor de numar
sau de structura a cromozomilor cu scop: de diagnostic al sindroamelor cromozomice, de prevenire
a nasterii copiilor cu anomalii cromozomiale prin diagnostic prenatal si studiul anomaliilor
cromozomiale in tumori.

ORGANIZAREA MOLECULARA A CROMOZOMILOR

Cromozomul este constituit din 1 sau 2 molecule de ADN (in dependentd de perioada
ciclului celular), asociat cu proteine histone, nehistone si ARN, formand o nucleoproteida cu diferite
nivele de compactizare:

1. molecula de ADN cu diametru de 2 nm interactioneazd cu proteinele histone determinand
formarea primului nivel de compactizare nucleosomic; octamere histonice (2H2A, 2H2B, 2H3
si 2H4) sunt infasurate de segmente de ADN cu o lungime de ~160p.n., transformand molecula
de ADN 1in filament nucleoproteic polinucleosomic cu diametru de 11nm si asigurand un grad de
compactizare de circa 6 ori;

2. in prezenta H1 filamentul de cromatind de 11 nm se supraspiralizeaza si se formeaza al doilea
nivel de compactizare - solenoidul, ce se prezinta sub forma de fibra nucleoproteica de 30 nm,
asigurand un grad de compactizare de circa 40 ori;

3. solenoidul se fixeazd de axul proteic longitudinal al cromozomului (scaffold), format din
proteine ale matricei nucleare; solenoidul interactioneaza specific cu scaffoldul prin intermediul
SAR — regiuni situs specifice de ancorare la SAP — proteine situs specifice ale axului
cromozomial si astfel apare al treilea nivel de compactizare — buclele, care permit un grad de
compactizare a materialului genetic interfazic de 600 — 1000 de ori;

4. al patrulea nivel — cromozomul metafazic — se formeaza prin rasucirea buclelor in jurul axului
cromozomial dupd pierderea contactului scaffold / anvelopd nucleard; fiecare spird se formeaza
din aproximativ 30 de rozete (bucle), buclele sunt orientate spre exteriorul cromozomului;
stabilirea nivelului maximal de condensare de 10 000 ori are loc In metafaza.

Cramatina lipsita

ibr A /
fibra de cromatina & hi e

de 10-11 nm /

Solenoidul
25-30 nem

e = e e - -

ADN
lipsit de histone

Compactizarea ADN nucl ear
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MORFOLOGIA CROMOZOMILOR METAFAZICI

Cromozomii sunt cel mai usor de analizat in metafaza sau prometafaza deoarece:

- se afla in acelasi plan — placa ecuatoriala;

- sunt compactizati si pot fi usor individualizati;

- sunt bicromatidieni, iar cromatidele surori sunt unite prin centromer, ce permite diferentierea
cromozomilor dupa forma.

’ /
’? f B / Constrictia prialjn
/ X / "\\ Dottt cromstide sbe Constricria secundara
cromozonwdui

a/ ~. Y § =0 \rumvmic
s T %
& 2 6 ~ * e SUBMETACENTRIC
Wt 2 3

J §€ ACROCENTRIC
.Q Structura cromozomilor metafazici

(A) ELEMENTELE MORFOLOGICE ALE CROMOZOMILOR sunt:
- cromatidele;

- centromerii;

- telomerii;

- constrictiile secundare;

- satelitii;

- situsurile fragile.

Cromatida este reprezentatd de o moleculd de ADN liniara asociata cu proteine histone si
non-histone maximal compactizatd. Cromozomul metafazic are doud cromatide surori, identice
genetic, rezultate prin replicarea ADN cromozomial in perioada S a ciclului celular. Cromatidele
surori raman unite prin centromer de la perioada S pana in anafaza.

Centromerul (c) reprezinta secventa de ADN specifica asociatd cu proteine histone
specifice ce uneste cromatidele surori. ADN centromeric este reprezentat de secvente inalt
repetitive. Pozitia centromerului este fixa si specifica fiecarui cromozom, fiecarei perechi de
cromozomi omologi. Centromerul imparte cromatidele in doua brate: brat proximal p si brat distal q.
Centromerii au urmdtoarele functii:

- controleaza formarea kinetocorilor pentru fixarea cromozomilor la fusul de diviziune;

- asigura clivarea longitudinald si disjunctia cromatidelor surori cu formarea a doi

cromozomi monocromatidieni din fiecare cromozom bicromatidian;

- asigura distributia egald si identica a materialului genetic in timpul mitozei, transmiterea

exacta a materialului genetic de la celula mama la celulele fiice.
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Telomerii (t) sunt secvente specifice de ADN asociate cu proteine speciale de la capetele
cromozomilor

(a) secvente scurte (TTAGGG) repetate in tandem de mii de ori si

(b) secvente de ADN specifice fiecirui cromozom.

Telomerii:

- protejeaza capetele cromozomilor de nucleaze;

- Tmpiedica fuziunea cromozomilor;

- asigurd replicarea completdi a ADN-ului nuclear §i previn scurtarea progresiva a
telomerilor datorita activitatii telomerazei;

- controleazd senescenta celulelor si organismului pluricelular;

- contribuie la fixarea cromatinei de anvelopa nucleului interfazic, controland arhitectura
nucleului interfazic;

- participa la conjugarea cromozomilor omologi in meioza.

Constrictiile secundare (h) reprezinta regiuni de ADN repetitiv despiralizate, slab colorate,
prezente pe bratele distale ale unor cromozomi (1, 9, 16, mai rar pe crs. 4,6,10 si Y) si pe bratele
proximale ale cromozomilor acrocentrici 13, 14, 15, 21 si 22, ce contin organizatori nuclelolari.
Lungimea constrictiilor secundare poate varia individual.

Satelitii (S) reprezintd mici Segmnente de heterocromatind constitutiva separate prin
constrictia secundara la capetele bratelor proximale ale cromozomilor acrocentrici 13, 14, 15, 21 si
22; numarul si dimensiunile satelitilor pot varia de la o persoana la alta.

Situsurile fragile reprezinta niste regiuni cromozomiale decondensate, cu rezistenta scazuta
la actiunea mutagena ce se pot rupe usor determinand rearanjamente cromozomiale. Situsurile
fragile sunt considerate ca marcheri genetici normali daca afecteaza regiunile de heterocromatina
constitutiva; se pot asocia cu unele stari patologice daca afecteaza regiuni crs codante (ex. FRAXA
si retardul mental familial); pot avea un rol in progresia tumorala (inactivarea unor gene supresoare
de tumori).
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CLASIFICAREA CROMOZOMILOR UMANI

in celulele somatice umane exista cate un set diploid de cromozomi (2n=46), adici 23 de

perechi:
- 22 perechi sunt identice la femeie si barbat — autosomi;
- 1 pereche este diferita la cele doud sexe (XX la femeie, XY la barbat) — gonosomi.

Cromozomii identici ca morfologie (forma si marime) si continut genic, dar diferiti ca
origine (unul de origine materna, celdlalt de origine paterna) se numesc cromozomi omologi.
in celulele sexuale mature (gameti) exista cate un set haploid de cromozomi (n=23): in ovule 23,X
(22 autosomi+ crs. X), iar in spermatozoizi 23,X (22 autosomi + crs. X) sau 23,Y (22 autosomi+

crs.Y).

Pentru identificarea cromozomilor se folosesc criterii morfologice, indicii autoradiografiei si

marcajul in benzi.
Criteriile morfologice se refera la dimensiunile si configuratia cromozomului. Se deosebesc

criterii cantitative (lungimea cromozomului, indicele centromeric) si calitative (prezenta constrictiilor
secundare si a satelitilor) de clasificare a cromozomilor.

Lungimea cromozomului — lungimea absoluta a cromozomului (in microni) sau lungimea

relativa este calculatd dupa formula:
Lungimea cromozomului studiat

Suma lungimilor cromozomilor setului haploid
Dupa lungime cromozomii se clasifica in: mari, mijlocii, mici.

100.

Pozitia centromerului. Pentru a caracteriza pozitia centromerului in cromozom se utilizeaza
indicele centromeric, care se calculeaza dupa formula:
Ic= —— X100,
P+d
unde p — lungimea bratului proximal,
g — lungimea bratului distal.

In baza acestui criteriu cromozomii se clasifica in:

v
' o e - lc=46-
o ‘? metacentrici: p=q 49%
ag - P<d lc=31-
| 3 submetacentrici: 5%
a trici p=<d Ic=17-
| acrocentrici:
& 30%
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Pe baza criteriilor morfologice cantitative (lungimea si pozitia centromerului) si calitative (sateliti si
constrictii secundare) cromozomii se grupeaza in perechi de omologi si se clasificd in 7 grupe, notate de
laAlaG:

grupa A - perechile 1-3, sunt cei mai mari cromozomi metacentrici, cromozomul 1 poate prezenta
constrictie secundara pe bratul distal (1gh), cromozomul 2 este usor submetacentric;

G
Cariotipul uman 46,X

I
Y

Cariotipul uman 46,XX
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* grupa B - perechile 4-5 de cromozomi sunt mari, submetacentrici;

* grupa C - perechile 6-12 de cromozomi si cromozomul X sunt mijlocii, submetacentrici; sunt 16
cromozomi la femeie si 15 la barbat; cromozomul 9 prezintd constrictie secundara pe bratul distal
(9ah);

* grupa D - perechile 13-15 de cromozomi sunt mijlocii, acrocentrici; prezinta constrictii secundare
pe bratele proximale si sateliti;

* grupa E — perechile 16-18 de cromozomi; cromozomul 16 este metacentric mijlociu si poate
prezenta constrictie secundara pe bratul distal (16gh); cromozomii 17-18 sunt submetacentrici mici;

* grupa F - perechile 19-20 de cromozomi sunt mici, metacentrici;

* grupa G - perechile 21-22 si Y de cromozomi sunt mici, acrocentrici; cromozomii 21 si 22
prezintd constrictii secundare pe bratele proximale si sateliti; cromozomul Y nu prezintd sateliti;
cromozomii grupei G ajuta la determinarea sexului: la femei sunt 4 acrocentrici mici (2 crs 21 + 2
crs 22) / la barbati sunt 5 acrocentrici mici (2 crs 21+ 2 crs 22 +Y).
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STUDIUL CROMOZOMILOR UMANI

Analiza cariotipului urmareste evaluarea numarului, formei, structurii, prezenta unor repere
morfologice si evidentiaza polimorfisme individuale.

Actualmente exista diverse metode ce sunt utilizate in evaluarea cariotipului, depistarea
anomaliilor cromozomice de numar sau de structurd, evidentierea unor markeri cromozomiali in
norma sau patologie. Mai mult ca atat, unele tehnici bazate pe tehnologiile ADN recombinat, permit
identificarea unor modificari la nivel de secventa de ADN cromozomial.

STUDIUL CROMOZOMILOR

Colorare omogena (Giemsa)
— Metafazici Colorare diferentiata(G,Q,R,C,T)

Autoradiografie

. . Colorare diferentiata (G,Q,R,C,T)
— Prometafazici —|:

Autoradiografie

FISH
mFISH
SKY

CGH

— |Interfazici

in dependentd de scopul propus, cromozomii pot fi analizati att in interfazi, cat si in timpul
diviziunii. Aceasta permite identificarea atat a unor schimbari minore in structura moleculara a
ADN (microdeletii, microduplicatii), cat si modificari majore in structura si numarul cromozomilor
(aberatii cromozomiale, aneuploidii).

STUDIUL CROMOZOMILOR METAFAZICI

Etapa optima de studiu a cariotipului este metafaza, deoarece cromozomii sunt maximal
condensati si sunt dispusi intr-un singur plan, ceea ce permite identificarea lor precisd. Pentru
studiul cariotipului trebuie indeplinite urmatoarele conditii:

- sase obtina celule in diviziune,

- sase blocheze diviziunea in metafaza si

- Sd se realizeze un preparat cromozomic care sd fie examinat la microscop.

(1) Celule in diviziune pot fi analizate direct in cazul tesuturilor cu proliferare activa
(maduva osoasa, gonada masculind, tumori) sau dupa realizarea unei culturi celulare din sange
periferic*, limfocite T, maduva osoasa rosie, fibroblasti (piele, fascii, embrioni), celule amniotice,
celule din vilozitatile coriale, tumori solide.

* Tehnica recoltarii sangelui periferic si punerea acestuia in culturd (constituie cea mai simpla tehnicd de obtinere a

cromozomilor umani):

—  se preleva sange periferic prin punctie venoasa (in conditii de asepsie);

— serecolteaza pe heparina, pentru a se impiedica coagularea sangelui;

— 1n conditii de asepsie, sangele este introdus intr-un flacon ce contine un mediu de cultura specific, Imbogatit cu ser fetal
bovin sau ser uman AB;

—  pentru stimularea diviziunilor se utilizeaza fitohemaglutinina;

—  seincubeazi la 37 C, timp de 72 ore.
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(2) Blocarea diviziunilor in metafaza sc face cu substante care inhiba formarea fusului de
diviziune (citostatice) — colchicind sau colcemida.

(3) Realizarea preparatelor (lamelor) pentru studiul la microscop impune urmatoarele

etape:

— hipotonizarea celulelor pentru dilatarea celulelor si dispersarea cromozomilor (centrifugare,
eliminarea supernatantului si resuspendare in solutie hipotonica de KCI);

— fixarea celulelor pentru a intrerupe activitatea vitala a celulei, pastrand morfologia cromozomilor
(alcool + acid acetic);

— colorarea cu solutie Giemsa sau un alt colorant specific pentru cromozomi;

— examinarea la microscopul optic, ce permite analiza cromozomilor pentru evidentierea eventualelor
anomalii de numar (omogene sau in mozaic) Sau anomalii de structurd,

— fotografierea placilor metafazice din frotiu si decuparea cromozomilor,

— identificarea cromozomilor si efectuarea cariogramei (idiogramei).

Pregatirea Analiza pliacilor Fotografierea
preparatului citologic metafazice la microscop cromozomilor
metalrazici
e — :
W, KRR
| | X
" P DRIE ; ‘ AL XK
PPN IR\ ¥ (KKK XX XK XX-AN
) £~ {}‘ XX Ak XX Xx-xr Ix
‘ A o |
; - '( \ ANy TEET X 1
o~ \ [ B
Decuparea Aranjarea cromozomilor in
cromozomilor perechi conform lungimii gi pozitiel
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Realizarea cariogramei din preparate citologice
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Cromozomi metafazici umani colorati cu colorantul Giemsa (colorare uniforms)
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MARCAJUL iN BENZI AL CROMOZOMILOR

Existd un grup de tehnici speciale, prin care se evidentiaza in lungul cromatidelor alternanta de
zone colorate si necolorate, numite benzi. Acestea au 0 distributie precisi, determinati de structura
interna a cromozomului.
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Cariotipul uman normal obtinut prin colorare SCh:ma carioti ului‘fjman (46,XY) pe baza
diferentiatd G a cromozomilor unei celule e n p . ’ p
somatice (46,XX) colorarii in benzi G a cromozomilor
’ metafazici

Metodele de marcaj in benzi au aparut relativ recent, in anii '70, si au determinat o revolutie in
citogenetica, deoarece au 0 mare valoare practica:
— marcajul in benzi reflecta structura discontinua a cromozomilor, respectiv alternanta de
eucromatind §i heterocromatind, de secvente de ADN bogate in AT sau GC, de segmente de
cromatina cu concentratie diferita de proteine histone si proteine nehistone;

— modelul benzilor este identic in toate celulele unui organism si la toti indivizii aceleiasi Specii, de
aceea efectuarea marcajului in benzi permite identificarea precisa a unei specii;

— marcajul in benzi permite identificarea precisa a perechilor de cromozomi omologi, deoarece
acestea sunt la fel din punct de vedere genetic si au acelasi model de benzi;

— marcajul in benzi permite identificarea precisa a fiecarui cromozom, deoarece cromozomii,
apartinand unor perechi diferite, au alte gene si deci alt model al benzilor;

— metodele de marcaj in benzi permit un diagnostic citogenetic foarte precis in multe anomalii de
structurd (deletii, inversii) care nu se evidentiaza sau se evidentiaza foarte greu in coloratia
obisnuita.

In consecintd, utilizdnd diverse tehnici de colorare a cromozomilor se obtin benzi colorate

(pozitive) si necolorate (negative) stabile si caracteristice fiecarui cromozom. Diferite tehnici
(G,Q,R,T,C) determina o dispozitie specifica a benzilor.
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Caracteristica diferitor tehnici de bandare a cromozomilor

Tehnica de analiza a Colorantul - . .
) - Originea benzilor Rolul practic
cromozomilor utilizat
Benzi pozitive — . ..
P o Identificarea anomaliilor de
. heterocromatina; o . -
Metoda G Giemsa . . numar si de structura a
Benzi negative — .
e cromozomilor
eucromatina.
Benzi pozitive — . ..
. i P o Identificarea anomaliilor de
Metoda Q Quinacrina heterocromatina; N o
. . numar si de structura a
(fluorescent) Benzi negative — -
e cromozomilor
eucromatina.
. Benzi pozitive — . .
Giemsa sau pozit . Identificarea anomaliilor de
Metoda R . eucromatina; .. N
coloranti . . numar si de structura a
(revers) . Benzi negative — -
fluorescenti o cromozomilor
’ heterocromatina.
Giemsa sau Benzi pozitive — . . . .
Metoda C ! . Analiza polimorfismului
. coloranti heterocromatina P .
(centromerici) . ) . cromozomial
fluorescenti pericentromerica
Giemsa sau . . . . . .
Metoda T . Benzi pozitive — Analiza polimorfismului
. . coloranti . . .
(telomerica) T heterocromatina telomerica cromozomial
fluorescenti

G Q

' UU
R T C

Dispunerea benzilor cromozomiale obtinute prin diferite tehnici de
colorare (cromozomul X)

TEHNICI DE CITOGENETICA MOLECULARA

Pe baza metodelor de analizd moleculara a acizilor nucleici au fost elaborate o serie de tehnici
noi de analizd a cromozomilor interfazici, ce se caracterizeaza printr-0 Specificitate si precizie
inalta— metode de hibridizare in situ (FISH, CGH, SKY).

Metoda FISH (fluorescent in situ hybridization) este bazata pe urmatoarele principii:

I.  se utilizeazd sonde moleculare marcate fluorescent, care sunt complementare unor secvente
nucleotidice specifice ale unui cromozom sau fragment de cromozom;

ii. in preparatul microscopic in situ, supus unui tratament alcalin, ADN-ul cromozomial
denatureaza prin ruperea legaturilor de hidrogen dintre cele doud catene ale moleculei de

ADN;

iii. la adaugarea sondei in preparat are loc legarea ei complementara la secventa specifica a
cromozomului - hibridizarea;
iv.  ulterior, preparatul este prelucrat cu o substantd ce se leagd selectiv de biotind sau de
digoxigenina: pentru biotind este specificad streptovidina, iar pentru digoxigenind sunt
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anticorpii antidigoxigeninici; la aceste substante se pot adauga unul sau mai multi coloranti
fluorescenti;
V.  cromozomii colorati se vizualizeaza la microscop pe fondul cromozomilor necolorati.

Tehnica FISH se utilizeaza pentru evidentierea:
- cromozomilor supranumerari;
- anomaliilor cromozomice de structura;
- rearanjamentelor intercromozomiale complicate;
- microdeletiilor si microduplicatiilor cromozomice;
- localizarii genelor.

Aceastd tehnicd este precisd, rapidd si economd de aceea este tot mai larg utilizatd in

diagnosticul anomaliilor congenitale, sindroamelor monogenice, diagnosticul prenatal.

CGH (comparative genome hybridization). Aceasta tehnica este utilizatd in citogenetica
oncologica pentru determinarea regiunilor cromozomiale deletate sau amplificate intr-un anumit tip
de cancer. Regiunile deletate, de regula, contin gene supresoare de tumori, iar cele amplificate —
oncogene. Astfel, metoda este utilizatd pentru cartarea si clonarea genelor implicate in
cancerogeneza.

Metoda CGH consta in urmatoarele: se extrage ADN-ul dintr-o tumora si dintr-un tesut
normal; ADN-ul din tumora si din tesutul normal se marcheaza cu diferiti fluorocromi; ADN-ul
marcat (si din tumord, si din tesutul normal) este hibridizat cu preparatul cromozomic obtinut din
tumord; se determind regiunile cu deletii sau cu amplificari dupa intensitatea marcherilor. Analiza
rezultatelor este efectuata utilizind programe speciale computerizate.

SKY (spectral karyotyping) — analiza spectroscopica a cromozomilor. Aceasta tehnicad se
bazeazd pe utilizarea unui set de sonde fluorescente cu coloranti diferiti. Fiecare sonda specifica un
anumit segment cromozomic. Fiecare pereche cromozomiald are parametri spectrali unici.
Utilizandu-se interferometrul, analogic aparatelor utilizate in masurarea spectrului obiectelor
astronomice, este posibila depistarea unor variatii minore in componenta spectrald a cromozomului,
invizibile ochiului. Computerul analizeaza datele interferometrului si gratie unei programe speciale
indica pentru fiecare pereche de cromozomi culori anumite. Avantajul acestei metode consta intr-0
individualizare mult mai precisd a cromozomilor, datoritd culorii lor specifice; depistarea unor
translocatii ce sunt greu de depistat prin alte metode citogenetice. Se utilizeaza in oncocitogenetica
pentru depistarea aberatiilor cromozomice ce se produc la nivel de tumoare, chiar i a unor
rearanjamente ce implica fragmente cromozomice foarte scurte.

NOMENCLATURA CROMOZOMILOR UMANI

Exista un sistem international de standardizare, care permite formularea cariotipului normal sau
anormal cu ajutorul unor simboluri si semne, ce redau numarul de cromozomi si eventualele anomalii
de structura - deficit, surplus sau rearanjamente ale materialului cromozomic.

In cazul cariotipului normal se scrie numarul total de cromozomi urmat de o virgula, dupa care
se scrie structura gonosomilor:
o cariotip feminin normal - 46,XX
o cariotip masculin normal - 46,XY.

Cariotipurile  anormale pot caracteriza anomaliile cromozomiale numerice sau anomaliile
structurale:

o anomalii ale autosomilor — numarul total de cromozomi, virgula, gonosomii, iar dupa o alta

virgula, precedat de + (cromozom suplimentar) sau - (lipsa unui cromozom) se scrie
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numarul cromozomului implicat (de ex..: 47, XX, +21 (trisomia 21); 47,XY,+13 (trisomia
13); 45,XX,-8 (monosomia 8); etc.;

o anomalii ale gonosomilor — se scrie numarul total de cromozomi, urmat dupa virgula de
gonosomii respectivi (de ex.: 45,X (monosomia X); 47,XXY (disomia X); 47,XXX
(trisomia X)).

In rezultatul colorarii diferentiate pe fiecare cromozom se pot observa o serie de repere, elemente
importante pentru identificarea unui cromozom:

- benzi net conturate,

- centromerul,

- telomerele.

Dea lungul bratelor cromozomilor sunt delimitate regiuni. Fiecare regiune are mai multe benzi, iar
benzile pot avea subbenzi.

Cromozomii metafazici prezinta 400 - 500 benzi, in timp ce cromozomii aflati in profaza timpurie
prezinta 1800-2000 benzi (metode de inalta rezolutie).
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Aspectul crs prometafazici vs crs metafazici

Nomenclatura benzilor: regiunile si benzile se numeroteaza de la centromer spre telomere
pentru fiecare din brate; ex: 7q12 - cromozomul (7), bratul distal (q), regiunea (1), banda (2).
Pentru desemnarea anomaliilor cromozomiale structurale se indica natura rearanjamentului si
punctele de ruptura, identificate prin banda si regiunea in care se produc. Exemple:
o 46,XX,del(1)(g21g31) - cariotip feminin cu deletica unui fragment a bratului distal al
cromozomului 1 de la regiunea 2, banda 2 pana la regiunea 3, banda 1.
e 46,XY,r(2)(p21g31) - cromozomul 2 inelar; punctele de rupturd sunt pe bratul proximal in
regiunea 2 banda 1 si pe bratul distal in regiunea 3 banda 1.
o 46,XX,inv(2)(p21::9g31) - inversie pericentrica a segmentului cuprins intre regiunea 2 banda 1,
bratul proximal si regiunea 3 banda 1, bratul distal ale cromozomului 2.
e 46,X,i(Xq) - isocromozom de brate distale al cromozomului X;
o 46,X,del(X)(ql2.1924.3) — deletia unui segment din crs X, de pe bratul distal, de la regiunea 1 banda
2 subbanda 1 pina la regiunea 2 banda 4 subbanda 3.
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Simboluri folosite in descrierea cariotipului (standarde internationale)

Simboluri Semnificatia simbolului
A-G Grupele de cromozomi
1-22 Numerele cromozomilor autosomi
XY Gonosomii (cromozomii sexuali)
/ Mozaicizm cromozomial
p Brat proximal, scurt
q Brat distal, lung
pter Capatul bratului proximal
qter Capatul bratului distal
cen centromer
del Deletie, pierderea unui fragment cromozomic
der Cromozom derivat printr-un rearanjament cromozomial
dup Duplicatie, dublarea unui fragment cromozomic
dic Cromozom dicentric, cu doi centromeri
fra Situs fragil
i Izocromozom, cu brate identice p sau q
ins Insertia unui fragment cromozomic
inv Inversia unui fragment cromozomic
mat Origine materna
pat Origine paterna
r Cromozom inelar (ring)
t Translocatia unui fragment cromozomic pe alt cromozom neomolog
upd Disomie uniparentala
" Rupere cu reunire
+ Inaintea numarului unui cromozom — addugarea cromozomului intreg,
dupa numarul unui cromozom — adaugarea unei parti de cromozom
- Inaintea numarului unui cromozom —pierderea cromozomului intreg,
dupa numarul unui cromozom —pierderea unei parti de cromozom

VARIATII ALE CARIOTIPULUI LA PERSOANE CU FENOTIP NORMAL

Exista uneori o serie de abateri de la regulile generale stabilite, care determina unele variante
(variatii) particulare rare, dar care nu reprezinta anomalii cromozomice.

Variatii numerice:
- la femeie - dupa varsta de 60 ani, pana la 7% din celulele organismului pot pierde unul din
cromozomii X, devenind 45,X;
- la barbat - dupa varsta de 70 ani, pana la 2% din celule pot pierde cromozomul Y si devin 45,X.

Variatii structurale in heterocromatina:
- lungimea si forma cromozomilor omologi poate varia; variatiile in lungime intereseaza in special
bratele scurte ale cromozomilor D, G.
- satelitii se gasesc obisnuit In cromozomii acrocentrici, cu exceptia cromozomului Y, dar pot fi
observati si pe alti cromozomi; pot prezenta o mare variabilitate in forma si marime.
- constrictiile secundare care reprezintd zone decondensate, situate In regiunile proximale ale bratelor
lungi ale cromozomilor 1, 9, 16 si Y; uneori pot prezenta o marire exagerata a constrictiilor secundare
(46, XX, 1gh+; 46,XY, 1gh++...).
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Polimorfismele de bandare (benzile Q, G si C) sunt reprezentate de diferente in ceea ce priveste
marimea §i aspectul unor zone cromozomice; cel mai frecvent, polimorfismele implicd regiunile
centromerice, bratele scurte si satelitii cromozomilor D si G, zona de constrictie secundara de pe bratul
lung al cromozomului Y.

Semnificatia polimorfismului: polimorfismul se transmite dominant dupd modelul mendelian, nu
modifica expresia fenotipica deoarece pare limitat numai la regiunile heterocromatiniene,
inactive genetic (produce modificari cantitative ale ADN repetitiv).

Polimorfismul cromozomic este utilizat:

- ca marcher pentru evidentierea transmiterii unor caractere de la parinti la copii (de ex.: cercetarea
paternitatii);

- pentru determinarea originii parentale a nedisjunctiei in aneuploidii (de ex.: originea cromozomilor
suplimentari in trisomiti);

- pentru identificarea cromozomilor care contin gene marcher pentru unele patologii monogenice;

- stabilirea unor grupe de inlantuire (linkage) genica,

- evaluarea frecventei unor polimorfisme in unele forme de leucemii si la copiii cu anomalii
congenitale.
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CURS 5
ANOMALII CROMOZOMICE

Anomaliile cromozomice reprezinta modificari ale numarului cromozomilor caracteristic
speciei (46 in celulele somatice umane) sau modificari structurale ale acestora. In literaturd sunt
intalnite notiunile de mutatii genomice (ce explicd anomaliile cromozomice de numadr) si mutatii sau
aberatii cromozomice (ce se referd la anomaliile de structurd). Anomalii cromozomice numerice
afecteaza intregul cromozom si cele structurale implica rearanjamente ale structurii cromozomilor.

- Tetraploidii (d4m

Poliploidii

— Triploidii (2n)
NUMERICE

- honosomii (45 =0

Aneuploidil —
— Trisomii (47 X2, 47 X2 +21..0

ANOMALI
CROMOZOMICE

- Inversii (i)

Echilibrate - Translocatii reciproce (D
L. Translocatii robertsoniens (rob)

STRUCTURALE - Deletii (del)

- Duplicatii (du)

MNeechilibrate —
- lzocromozomi {iso p, iso q)
L Cromozomi inelari {r)

Clasificarea anomaliilor cromozomice

Factori posibili ce produc anomalii cromozomice ar putea fi:
= factori care deregleaza mitoza sau pot produce rupturi ale ADN-ului sau altereaza replicarea:
- factori chimici: citostatice, antimetaboliti, radicali liberi, agentii alchilanti;
- factori fizici: radiatiile 1onizante;
- factori biologici: virusuri;
= varsta maternd avansatd, care sporeste riscul erorilor in segregarea cromozomilor in meioza si a
aneuploidiilor la descendenti;
= unul din parinti este purtator de anomalie congenitala echilibrata (translocatie, inversie);
» rearanjarile intercromozomice prin Crossing-over inegal sau erori de recombinare.

ANOMALIILE CROMOZOMICE DE STRUCTURA

Anomaliile cromozomice structurale pot fi clasificate in functie de efectul fenotipic si de
mecanismul de producere.

Pe baza efectului fenotipic, anomaliile cromozomice structurale se impart in: echilibrate
(inversiile si translocatiile), care nu modifica fenotipul purtatorului si neechilibrate (deletiile,
duplicatiile, etc.), care produc fenotipuri anormale.

In raport cu mecanismul de producere, anomaliile cromozomice structurale pot fi grupate in:
anomalii produse printr-o singura ruptura cromozomica (deletia terminald), anomalii produse prin
doud rupturi cromozomice in acelasi cromozom (deletiile interstitiale, inversiile, cromozomii
inelari), anomalii produse prin rupturi in cromozomi diferiti (cromozomii dicentrici, translocatiile
reciproce si cele robertsoniene; insertiile).
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ANOMALII CROMOZOMICE ECHILIBRATE

Inversia reprezinta o anomalie de structura, caracterizata prin modificarea ordinii genelor de pe
un fragment cromozomic. Mecanismul de producere consta in ruperea unui cromozom in doua puncte
si rotirea cu 180" a fragmentului intermediar.

Inversiile pot fi de doua tipuri: pericentrice: produse prin ruptura unui cromozom in doua
puncte situate pe brate diferite, urmati de rotatia cu 180° a fragmentului intermediar si reunirea
fragmentelor; in urma acestei rotatii se poate produce modificarea configuratiei cromozomului;
paracentrice: produse prin ruptura unui cromozom in doud puncte situate pe acelasi brat, urmata de
rotatia cu 180° a fragmentului intermediar si reunirea fragmentelor; in urma acestei rotatii nu se
modifica configuratia cromozomului, ci numai ordinea benzilor.

Invesie P Inversie
pericentrica s paracentrica

=

inv(1)(p21q11) “Crs. 1 inv(1)iq11g42)

Translocatiile sunt anomalii de structurd caracterizate prin trecerea unuia sau mai multor
fragmente cromozomice de pe un cromozom pe altul, firda a determina modificari fenotipice.
Translocatiile pot fi de trei tipuri:

- reciproce - produse prin ruperea a doi cromozomi in cite un punct, urmatd de schimbul
fragmentelor rupte si realipirea cromozomilor;

Translocatie
reciproca
------- E
.-

“Crs. 1 Crsd t(1:4)(425:q31)

- cu insertii - produse prin ruperea a doi cromozomi neomologi, unul intr-un punct si celalalt in
doua puncte de pe acelasi brat, urmata de inserarea in punctul de ruptura al primului cromozom al
fragmentului intermediar din al doilea cromozom;

Translocatie
cu insertie
——————— E s

“Crs. 1 Crsd 1{1:4)(g22431;929)

- robertsoniene - produse prin ruperea a doi cromozomi acrocentrici la nivelul centromerului urmata
de fuziunea bratelor lungi (fuziune centrica) si pierderea bratelor scurte (contin doar gene pentru
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ARN ribosomal si, astfel, pierderea lor nu determina modificari fenotipice); acest tip de anomalii
conduce la scaderea numarului de cromozomi de la 46 la 45.

— Translocatie
1 robertsoniana
et T E
1
45 J'_1
3 12 Anomaliile cromozomice
echilibrate  nu  Crs13  Crs21 rob(13:21M(p11:q11)  modifica fenotipul individului,

deoarece reprezinta rearanjari cromozomice, care nu determind modificari cantitative ale materialului
genetic. Dar, purtatorul unei translocatii echilibrate, desi normal fenotipic, poate produce gameti
anormali datorita erorilor de conjugare si erorilor de segregare (nedisjunctii) ale cromozomilor
implicati in translocatie.

H13g21qy 21 \K
s
MEIOZA: Wy, e
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ANOMALII CROMOZOMICE NEECHILIBRATE

Deletiile sunt anomalii structurale caracterizate prin pierderea unor fragmente cromozomice.
Anomaliile pot fi de doua tipuri:
- terminale - produse prin ruperea unui cromozom intr-un punct, urmata de pierderea fragmentului
terminal;
- interstitiale - produse prin ruperea unui cromozom in doud puncte situate pe acelasi brat, urmata
de pierderea fragmentului intermediar.

Deletiile se pot produce si prin alte > Deletie
mecanisme:  crossing-over  inegal  intre P interstitiala
cromozomi omologi aliniati eronat, segregarea T =
cromozomilor anormali in cursul meiozei €~ Deletie
parentale in cazul in care unul din parinti terminala

prezintd o anomalie echilibrata. Deletia are ca
efect aparitia unei diferente de lungime intre N
cromozomii omologi. del{1)(p31) Crs. 1 del{1)(y23431)

Duplicatiile sunt anomalii structurale caracterizate prin prezenta in dublu exemplar a unui
fragment cromozomic. Anomalia se poate produce prin crossing-over inegal si segregare anormala a
cromozomilor cu translocatie.

Cromozomii inelari apar prin ruperea unui cromozom in doua puncte situate pe brate diferite,
urmata de pierderea segmentelor terminale (acentrice) si reunirea capetelor segmentului centric intr-o
structura inelara.

Izocromozomii sunt cromozomi anormali formati fie numai din brate scurte, fie numai din

brate lungi. Mecanismul de aparitie a anomaliei consta in clivarea transversala a centromerului.

Anomalia are ca efect aparitia unui cromozom care prezinta concomitent deletia unuia din brate si
duplicatia celuilalt brat.

p Clivare &B Iso(Xp)
transversala

—_
q
iso (Xq)
Cromozomul X

Cromozomii dicentrici sunt cromozomi anormali caracterizati prin prezenta in acelasi
cromozom a doi centromeri. Mecanismul de producere constd in ruperea a doi cromozomi in cate un
punct, urmatd de pierderea fragmentelor terminale si unirea celor doua segmente cromozomice, care
prezinta centromere, intr-un singur cromozom.

Anomaliile cromozomice neechilibrate determind un dezechilibru cantitativ al materialului
genetic (in plus sau in minus) ce se manifesta fenotipic asemanator anomaliilor numerice (trisomii
partiale sau monosomii partiale). Trisomiile si monosomiile partiale ale unui cromozom determina
multiple caractere anormale in "tip si contratip™ asemanatoare cu monosomiile si trisomiile totale ale
aceluiasi cromozom: trisomia 18 (sdr. Edwards) si monosomia partiald determinata de 18g-; trisomia
13 (sdr. Patau) si monosomia partiala determinata de r(13).



ANOMALIILE CROMOZOMICE NUMERICE

Anomaliile numerice sunt clasificate in: poliploidii (prezenta in plus a unor seturi haploide
de cromozomi) si aneuploidii (prezenta in plus sau absenta unui cromozom intreg).

Poliploidiile, in dependenta de numatul de seturi haploide prezente in nucleul celulei somatice,
pot fi: triploidii (3n) - 69, XXX sau 69,XXY sau 69,XYY; tetraploidii (4n )- 92,XXXX sau
92, XXYY; etc.

Triploidia (3n) poate rezulta prin fecundarea de catre un gamet normal (n = haploid) a unui
gamet anormal (2n=diploid); gametul diploid este rezultatul nesepararii citelor de ordinul II in meioza
parentala (de obicei, in cursul ovogenezei, neexpulzarea primului globul polar - diginie; uneori in
cursul spermatogenezei - diandrie); prin erori in cursul fecundarii: fecundarea unui ovul (n) de catre 2
spermatozoizi (2n) — dispermie.

Tetraploidia (4n) poate fi rezultatul unei erori de clivaj in cursul primei diviziuni mitotice a
zigotului si dublarea numarului de cromozomi imediat dupd fecundare (endomitozd) sau prin
fecundarea a 2 gameti diploizi (2n+2n=4n). Poliploidiile intereseaza o mare cantitate de material
genetic si la om sunt, de reguld, neviabile (manifestandu-se prin avort in trimestrul I de sarcind sau
nou-nascuti morti).

Aneuploidile se caracterizeaza prin prezenta in plus fatd de numarul diploid normal sau absenta a
1-2-3 cromozomi. Majoritatea aneuploidiilor sunt consecinta unor erori de segregare cromozomica
sau cromatidiana in cursul diviziunii celulare, numite nedisjunctii. in cazul nedisjunctiilor numarul
de cromozomi din celulele fiice nu este egal. Aceste anomalii se pot produce in meioza I, meioza II
sau in mitoza. Rareori, gametii nulisomici, iar apoi embrionii monosomici, pot rezulta datorita
pierderii cromozomilor printr-o intdrziere anafazica la nivelul placii ecuatoriale.

Aneuploidiile omogene sunt rezultatul fecundarii unui gamet normal de catre un gamet aneuploid
produs prin erori de distributie a materialului genetic in cursul meiozei parentale.

Aneuploidiile in mozaic sunt rezultatul erorilor de distributie a materialului genetic in cursul
mitozei (de obicei, diviziunile de segmentare ale primelor stadii embrionare).

CLASIFICAREA ANEUPLOIDIILOR:
a) dupa surplus sau lipsa de cromozomi:
- monosomie (2n-1) - absenta unui cromozom;
- trisomie (2n+1) - prezenta unui cromozom supranumerar;

b) dupa tipul cromozomului implicat:
- aneuploidii autozomale
- aneuploidii gonozomale

¢) dupa numarul de celule afectate:
- anomalii omogene (prezenta anomaliei in toate celulele organismului);
- anomalii in mozaic (prezenta unor linii celulare anormale si normale in acelasi organism);,

d) dupa asocierea sau lipsa acesteia cu anomaliile de structura:
- anomalii libere — fara anomalii cromozomice structurale;
- anomalii prin translocatie — prezenta in plus a unor cromozomi atasati la altii fara
modificarea numarului diploid normal, sau falsa absentd a unui cromozom ca urmare a
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fuzionarii cu un altul. Uneori termenul se foloseste referitor la orice modificare cantitativa a
materialului genetic, inclusiv la anomaliile congenitale structurale:

- anomalii complete — prezenta in plus sau lipsa unui cromozom in intregime;

- anomalii partiale — prezenta in plus sau lipsa unui segment cromozomic.

Efectele si gravitatea anomaliilor cromozomice cantitative depind de:
- tipul de anomalie si mirimea dezechilibrului genetic - cu cat defectul cantitativ este mai
mare, cu atat consecintele sunt mai grave; deficitul are consecinte mai grave decat excesul,;
- continutul genic si activitatea cromozomului implicat — de ex., trisomia 1 nu este viabila,
trisomia 21 - da.
- tipul si numarul de celule afectate - afectarea celulelor somatice duce la modificarea
fenotipului individului; afectarea celulelor sexuale duce la aparitia tulburdrilor de reproducere.

Monosomiile sunt mai grave decét trisomiile. Singura monosomie viabila la specia umana este
monosomia X; monosomiile autozomale, Y si 98% din zigotii cu monosomie X se elimina ca produsi
de avort, In trimestrul I de sarcina.

Trisomiile cromozomilor mari, activi genetic, sunt neviabile, producind avort in trimestrul I de
sarcind sau nou-ndscuti morti. Viabile pot fi trisomiile 8, 13, 18, 21, fiind responsabile de multiple
anomalii de dezvoltare (sindroame):

- sindromul trisomiei 8 in mozaic - 47, XX (XY), +8/46,XX(XY);

- sindromul Patau - 47, XX (XY), +13;

- sindromul Edwards - 47, XX (XY), +18;

- sindromul Down - 47, XX (XY), +21.

Anomaliile cromozomice viabile (sindroamele cromozomice) prezintd modificari fenotipice
comune (tulburari de crestere pre- si postnatald; intarziere in dezvoltarea psiho-motorie si debilitate
mintald; multiple anomalii viscerale, disgenezii gonadice) si modificari specifice ale cromozomului sau
cromozomilor implicati.

INDICATIILE ANALIZEI CROMOZOMILOR UMANI

Analiza cariotipului prin diverse tehnici de colorare a cromozomilor metafazici sau
prometafazici, utilizind tehnici de citogenetica moleculara (FISH) este indicata in urmatoarele
situatii:

(1) Copiii cu anomalii congenitale multiple (minore/majore) +asociate cu:

- tulburdri de crestere prenatala,

- intarziere n dezvoltarea psiho-motorie postnatala,

- anamneza familiala — tulburari de reproducere.
(2) Debilitiati mintale (indiferent de grad) de cauze nedeterminate si/sau tulburiri de comportament
+ asociate cu:

- dismorfie faciala,

- anamneza familiala pozitiva ( teste pentru X fragil).
(3) Daca 1in situatiile (1),(2) se identifica o anomalie de structurd neechilibrata (monosomie sau trisomie
partiald) se va studia cariotipul

- parintilor (anomalie cromozomiala echilibrata);

- rudelor gr.l
(4) Stari intersexuale, pentru stabilirea sexului genetic (XX sau XY) sau anomaliilor cromozomilor
sexuali.
(5) Tulburari de dezvoltare pubertara + semne de disgenezie gonadica:

- spermograma anormali (azo- sau oligospermie)
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- amenoree primara sau amenoree secundara precoce.
(6) Cupluri cu tulburiri de reproducere (> 2 avorturi spontane si/sau nou-nascuti morti/vii
plurimalformati; 5% din cazuri se identifica anomalii cromozomiale echilibrata la unul dintre
partenerii).
(7) Hemopatiile maligne, mai rar in tumorile solide, pentru diagnostic pozitiv si diferential,
prognostic sau urmdrirea evolutiei tratamentului.
(8) Sindroame cu instabilitate cromozomica (sindromul Bloom, anemia Fanconi, sindromul
Nijmegen, sindromul ICF s.a).
(9) Depistarea efectului mutagen al expunerii profesionale sau accidentale la radiatii ionizante si
unele substante chimice (clastogene).
(10) in DIAGNOSTICUL PRENATAL, studiul cromozomilor in celulele fetale este indicat la femeile
gravide:
- peste 35 de ani;
- unul din parinti are 0 anomalie cromozomica echilibrata;
- copil cu o anomalie cromozomica de novo (desi cariotipul parintilor este normal este posibil
un mozaicism gonadic prenatal);
- semne ecografice de alarma sau testele de screening biochimic (triplu test) pentru sindromul
Down sunt pozitive;
- pentru stabilirea sexului genetic, in cazul mamelor purtatoare de mutatii recesive gonosomale —
XNX? (in care se inbolndvesc numai % din baieti) si nu existd o metoda de diagnostic prenatal
specific.
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CURS
PARTICULARITATILE CROMOZOMILOR X si Y

Gonosomii provin dintr-o pereche de autosomi, care in procesul evolutiei s-au diferentiat
genetic si morfologic, formand cei doi cromozomi X si Y. Acest proces s-a realizat prin
»specializarea” progresiva a cromozomului Y, care a pastrat genele determinismului sexual si a
pierdut aproape toate genele somatice, devenind mult mai mic ca cromozomul X, care a conservat
forma originald péstrand atat genele de sexualizare, cit si cele somatice. Diferentierea celor doi
gonosomi a fost necesara pentru:

- aImpiedica schimbul de gene intre cromozomul X si Y Tn meioza si permite conservarea pura a
determinantilor sexuali specifici fiecdrui cromozom;
- aasigura ulterior obtinerea unor zigoti cu sexe genetic distincte — XX sau XY.

Cromozomii de sex (gonozomi, heterozomi) se deosebesc atat dupa structura (dimensiuni,
pozitia centromerului, cantitatea de heterocromatind), cat si dupd continutul de gene.

Cromozomul X - este un cromozom submetacentric mediu (Grupa C). Este prezent in
celulele somatice la indivizii de ambele sexe: in dublu exemplar la femeile cu cariotip 46,XX si intr-
un singur exemplar la barbatii cu cariotip 46,XY; este prezent intr-un singur exemplar in ovule circa
1606 gene:

= gene structurale pentru caractere somatice (de ex., grupa sanguina Xg, factorii VIII si
IX de coagulare, enzima glucozo-6-fosfat dehidrogenaza, vederea cromatica etc.);

= gene reglatoare feminizante;

= gene structurale feminizante;

= gene structurale masculinizante.

Cromozomul Y — este un cromozom acrocentric mic (Grupa G), 2/3 din bratul q este
inactiv genetic, fiind heterocromatinizat. Este prezent intr-un singur exemplar in celulele somatice
ale indivizilor de sex masculin cu cariotip 46,XY si in 50% din spermatozoizi. Cromozomul Y
contine circa 397 gene:

= gene reglatoare masculinizante (SRY = Tdf);
cguz = gene care asigura fertilitatea (AZF1, AZF2);
ail L) = gene structurale somatice (factorul de control al cresterii dintilor, receptor
interleukind);

= pseudogene (actind, Xg).

Deoarece genomul feminin contine doi cromozomi X, iar cel masculin un singur cromozom
X, produsii genelor localizate pe cromozomii X ar trebui sd fie intr-o cantitate dubla la femeie fata
de barbat. Acest lucru insa nu se intdmpla datorita inactivarii unui cromozom X la femeile normale
si a cromozomilor X suplimentari la indivizii ce se abat de la normal, fapt ce determina sd rdmana in
stare functionald un singur cromozom X la ambele sexe, fenomen denumit compensatie de doza a
genelor X-linkate.

Ipoteza existentei unui asemenea mecanism a fost formulatd in 1961 de Mary Lyon si
cuprinde trei postulate:
In celulele somatice este activ un singur cromozom X, restul fiind inactivati si nedisponibili
pentru transcriptie. Procesul de inactivare este un proces de heterocromatinizare: cromozomul X
inactivat este puternic condensat si vizibil in interfaza sub forma corpusculului Barr; replicarea
lui se produce la sfarsitul perioadei S.
Inactivarea se produce la inceputul vietii intrauterine, Tnainte de implantarea blastocistului (la
ziua a 16-18, la etapa de ~3000-4000 celule). Pana la acest moment ambii cromozomi X sunt
activi (se sintetizeazd ARNm, enzime); embrionii 46,XX si 46,XY sunt biochimic si functional
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diferiti; inactivarea unui din cromozomii X, odatd aparutd, ramane definitiva la toti descendentii
celulei.

Inactivarea cromozomului X-matern sau X-patern are un caracter intdmplator si independent in
fiecare celuld. Deci fiecare femeie normald este un ,,mozaic” de celule somatice, unele avand
activ X-ul matern, altele X-ul patern.

Consecintele genetice ale inactivarii cromozomului X
1. Compensarea dozajului genic X-lincat. Daca un X este inactivat:
- cantitatea totald a produsilor genelor X va fi aceeasi la ambele sexe;
- procesul de inactivare a crs X nu este intotdeauna complet si perfect;
- in aneuploidiile X
o femeile 45,X0 si barbatii XXY manifesta fenotipuri anormale;
o S-a observat cd fenotipul unui individ este cu atdt mai anormal, cu cat sunt prezenti
mai multi cromozomi X.

2. Variabilitatea expresiei la femeile heterozigote. Femeile heterozigote pentru gene X-linkate au
o variabilitate considerabild in expresia fenotipicd, deoarece inactivarea cromozomului X este
intamplatoare si ca urmare proportia celulelor in care o aleld oarecare este inactiva va fi variabila (de
la 0%- 100%). Daca alela mutantd este functionald intr-o majoritate a celulelor organismului,
heterozigotii feminini pot manifesta tulburarea (,,heterozigotul care se manifesta” sau ,,Layonizare
defavorabild” ). Exemple de boli: deficitul de G-6-PD, daltonismul, hemofilia, distrofia musculara
Duchenne.

3. Mozaicismul. Femeile prezintd un mozaicism pentru genele X-lincate si au deci doua populatii de

celule, una cu X- matern activ, alta cu X- patern activ. La om fenomenul de mozaicism a fost

evidentiat in cazul femeilor heterozigote pentru:

— forma rara de albinism X-linkat, la care la fundul ochiului s-au depistat pete de celule
pigmentate si nepigmentate.

— gena ce codifica G-6-PD, aceasta prezinta 2 alele care produc doud forme distincte ale enzimei.
La femeile heterozigote s-au izolat celule de piele in cultura si s-a demonstrat ca descendentii
unei celule produc un singur tip de enzima.

MECANISME MOLECULARE IMPLICATE IN LYONIZARE

Au fost semnalate gene care raman functional-active pe cromozomul X inactivat. O
explicatie a acestui fenomen ar fi faptul ca o parte din ele au gene omoloage pe cromozomul Y, de
aceea nu necesita compensarea dozei. Genele din regiunea pseudoautozomald (PAR), cu o extindere
de 2Mb, cuprinsa intre Xp22- pter sunt:

gena STS, care codifica steroid-sulfataza;
— gena MIC-2, din vecinatatea regiunii pseudoautozomale;
— genele DXS, U23E, UBEI din regiunea proximala a bratului scurt;
— gena RPS4X care codificd proteinele ribozomale S4 din regiunea proximala a bratului lung.

! | — regiunea pseudoautosomali (PA) cu gene comune si pe crs X si pecrs Y:
\ - Xpter,
" n - ther;
Il — regiunea cu gene specifice numai crs X;

™ 11l —regiunea crs Y cu gene masculinizante;

IV —regiunea crs Y (2/3Yq) cu secvente necodificatoare — heterocromatina constitutiva.
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Cercetirile de biologie moleculari au identificat pe cromozomul X un segment - (q13),
implicat in inactivare, denumit centru de inactivare a cromozomului X (XIC). La acest nivel se
gaseste gena XIST, care este o gena atipica - a pierdut potentialul de codificare proteica. Ea
codifica o moleculd de ARN de circa 17 Kb care ramane asociata cu cromozomul inactivat genetic.

Prin experiente de transgeneza s-a constatat ca gena XIST integratd intr-un autosom este
capabild sa declanseze procesul de inactivare cromozomiald si formarea heterocromatinei. Prin
metoda FISH s-a constatat ca molecula de ARN- XIST se localizeaza pe autosomul in care s-a
integrat gena si antreneaza inactivarea ,,in Cis” a genelor autozomale. De asemenca s-a constatat ca
autosomul 1n care este integratd gena XIST este hipoacetilat la nivelul histonei H4 si are loc
formarea unui tip nou de histone- macroH2A1. Alte cercetari releva ca mecanismul de inactivare
depinde de stabilitatea moleculei de ARN-XIST pe cromozomul X inactivat. Forma stabild si
instabila de ARN se transcrie de pe promotori diferiti ale aceleasi gene. Reglarea expresiei genei
XIST poate fi explicatd pe baza fenomenului de amprentare genomicd. Amprentarea genomica
(sau imprinting-ul parental) reprezintd represarea permanenta, dependentd de originea parentald, a
activitatii transcriptionale a uneia din cele doua copii ale unei gene din perechea de alele; sunt
modificari suferite de gene In cursul gametogenezei si/sau embriogenezei precoce si reprezintd un
mecanism de reglare a expresiei fenotipice a unor gene.

TESTUL CROMATINEI X

Cromatina X reprezinta un cromocentru vizibil, in mod normal, in nucleii interfazici ai celulelor
apartinand sexului feminin; ea rezultd prin heterocromatinizarea unuia dintre cei doi cromozomi X.
Originea si semnificatia cromatinei X a fost explicatd de Mary Lyon (1961).

Studiul celulelor interfazice din orice tesut provenit de la organismul feminin normal permite
identificarea cromatinei sexuale X. Tehnicile uzuale folosesc frotiul din celulele mucoasei bucale
(testul Barr) si frotiul din sange periferic. Evaluarea acestor teste presupune stabilirea numarului
cromozomilor X in corelatie cu numarul de corpusculi de heterocromatind X.

Corpusculul Barr reprezintd un cromozom X heterocromatinizat, puternic condensat si intens
colorat bazofil. Este situat cel mai frecvent periferic, lipit de fata interna a membranei nucleare
(intranuclear) si are o forma ovala, plan convexa, discoidald sau triunghiulard. Marimea medie este de
1 micron (£ 0,3). Cand corpusculul Barr este situat central trebuie diferentiat de cromocentri nespecifici
sau de nucleol, care se prezintd ca o formatiune rotunda, cu dimensiuni mai mari, ce se coloreaza in
brun-caramiziu cu verde de metilpironina.

Morfologia corpusculului Barr in celulele mucoasei bucale.
A. Microfotografia nucleilor interfazici. B. Schema unei celule.
CB - corpuscul Barr. NC - nucleol.

in mod normal corpusculul Barr este prezent intr-un singur exemplar la femeie si lipseste la barbat,
deoarece barbatul are un singur cromozom X, iar acesta nu se inactiveaza, in timp ce femeia are doi
cromozomi X, din care unul se inactiveaza.

In frotiurile mucoasei bucale frecventa teoretica a corpusculului Barr este de 100%, iar practic -
aproximativ de 30-40%. Aceasta frecventa reala se datoreaza:
- excluderii corpusculilor situati central,;
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- calitatilor improprii ale unor nuclei din celulele superficiale sau profunde;

- defectelor de colorare;

- existentei reale a celulelor cromatin-negative: cromozomul X inactiv nu se condenseaza din cauza
unor conditii metabolice generale sau celulare;

- alte cauze: varsta, ciclu ovarian, boli, tratamente.

In cazuri patologice - anomalii de numar ale cromozomilor X (disgenezii gonadice) - poate fi
prezent la barbat (47,XXY), absent la femeie (45,X) sau prezent in mai multe exemplare la ambele sexe
(polisomii X).

Marimea corpusculului Barr depinde de marimea cromozomului X inactivat - mai mare de 1
micron: is0Xq, duplicatie pe cromozomul X; mai mic de 1 micron: deletie pe cromozomul X, crs X
inelar).

Cand pe aceeasi lama se intdlnesc celule cu un numar diferit de corpusculi Barr, se ia in
consideratie numarul maxim gasit deoarece unii ar putea sa nu apara pe partea vizibila a nucleului.

TESTUL CROMATINEI Y

Cromatina Y reprezinta aspectul interfazic al celor 2/3 distale ale bratului g al cromozomului
Y. Se evidentiaza prin colorare cu quinacrind prezentandu-se un corpuscul intens fluorescent (corpuscul
F), vizibil in nucleul interfazic. Marimea lui este de 0,25 microni si este situat liber sau lipit de
membrana nucleara. Frecventa este diferitd in diferite tesuturi ale organismului masculin:
= 70-80% in fibroblasti,
»  45% in spermatozoizi;
Corpusculul F este prezent exclusiv la barbat intr-un singur exemplar; poate fi prezent in doua
exemplare la persoanele cu cariotip 47, XYY.

VALOAREA PRACTICA A TESTULUI CROMATINEI SEXUALE

Testul cromatinei X este un test rapid, foarte util in multe situatii, care poate fi efectuat in conditii
de dotare minima, cu mijloace modeste:

a) prenatal: in celulele extrase prin punctie amniotica - permite stabilirea sexului genetic al
fatului in anomaliile gonosomale recesive (de exemplu hemofilie sau miopatie Duchenne) in cazul in
care femeia este purtatoare a genei anormale (risc 50%).

b) la nastere: in cazul ambiguitatii sexuale la nou nascutii cu testicul nepalpabil - pentru precizarea
sexului genetic si punerea in concordantd cu sexul civil; sexul civil are importanta mai ales in
edificarea ulterioara a sexului psiho-comportamental.

€) mai tarziu: in diferite anomalii de sexualizare pentru precizarea sexului genetic; diagnosticul
disgeneziilor gonadice orhitice sau ovariene prin anomalii de numar si structurd a cromozomilor
sexuali.

d) in medicina legala si criminalistica pentru precizarea provenientei feminine sau masculine a
unor fragmente de tesuturi, pete de sange, fire de par.

DAR, testul cromatinei sexuale este un test subiectiv, nu poate depista toate mozaicurile si nici
anomaliile autozomilor; In multe situatii, pentru precizare necesitd efectuarea cariotipului.
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cromozomi

CURS 6

TRANSMITEREA MATERIALULUI GENETIC DE LA CELULA LA CELULA

Una dintre proprietdtile fundamentale ale organismelor vii este autoreproducerea, asigurata
de proprietatea unica a moleculelor de ADN de a se replica. In timpul replicarii materialul genetic se
dubleaza, iar in timpul diviziunii celulare are loc distributia lui descendentilor. Astfel, diviziunea
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monocromatidien|

REPLICARE

b

46
cromozomi
bicromatidieni

J
MITOZA

46

46

cromozomi

monocromatidieni monocromatidieni

celulara este ansamblul de evenimente genetice, biochimice si
morfologice, ce asigurd, prin intermediul cromozomilor, transmiterea
informatiei genetice la generatiile urmatoare de celule sau organisme.

Transmiterea informatiei genetice de la celula la celula se realizeaza
in doua etape majore:
- dublarea ADN cromozomial;
- repartizarea egald si identicd a cromozomilor celulelor
fiice.

Acuratetea  dublarii  materialului  genetic si  distributiei
cromozomilor in timpul diviziunii celulare sunt  asigurate de
succesiunea evenimentelor ciclului celular (ciclului mitotic) programate
genetic. Fiecare ciclu celular cuprinde doud perioade dinamic si calitativ

distincte: interfaza si mitoza.

. . . Nr de Nr de Dublarea . Segregarea
Perioadele ciclului . . Compactizarea . .
cromozo mol. materialului . . . materialului
celular . . materialului genetic .
mi ADN genetic genetic
N Gl 46 46 - slab condensat -
<
Ex: S 46 92 Replicare slab condensat -
'_
= G2 46 92 - slab condensat -
Profaza 46 92 - puternic condensat -
< Metafaza 46 92 - maximal condensat -
o
E Disjunctia
Anafaza 92 92 - puternic condensat cromatidelor
surori
Telofaza | 46+46 | 46+46 . puternic / slab Citochineza
condensat

Interfaza reprezinta perioada dintre diviziuni pe parcursul careia materialul genetic este
decondensat si se prezintd sub formd de cromatind; informatia genetica este realizata prin expresia

unor anumite seturi de gene si sinteza diferitor proteine care asigura vitalitatea celulei, cresterea,

specializarea celulard si integrarea ei intr-un tesut. Pe parcursul interfazei celula primeste semnale

mitogene (pentru celulele tesuturilor proliferative inducerea mitozei este programatd). Receptionand

semnalele mitogene, celula deruleaza procesele de pregatire catre mitoza:

- replicarea  ADN cromozomial
bicromatidieni;

cu dublarea materialului genetic, cromozomii devenind
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- controlul calitdtii materialului genetic §i Inlaturarea defectelor din moleculele de ADN prin
activarea diferitor sisteme reparative;
- dublarea centriolilor, care vor asigura formarea fusului de diviziune in timpul mitozei.

DUBLAREA MATERIALULUI GENETIC

Replicarea este procesul molecular prin care se realizeaza dublarea exacta a moleculelor de
ADN (a secventei nucleotidice), si in consecintd dublarea exactd a materialului genetic. Dintr-0
moleculd de ADN se formeaza doud molecule identice atat intre ele, cat si cu molecula parentala.
Acest proces are loc datorita particularitatilor unice de organizare a moleculelor de  ADN: ADN
este format din doua catene polinucleotidice complementare §i antiparalele.
Principalele caracteristici ale replicarii sunt:

//1‘3 2// — sinteza replicativa a ADN-ului este semiconservativi, deoarece
=T P fiecare din cele doua catene este folositd ca matrita pentru sinteza unei
G -G~ . . . o e . o
>z.{T - catene noi de ADN, noile molecule contin o catena matrita si alta noua;
Qr‘c__\_ - replicarea ADN-ului nuclear are loc numai o singura data pe
\\\c‘ (3\)\2 parcursul ciclului mitotic, in perioada sintetica a interfazei;

=Rk — procesul este asincron - unele secvente de ADN se replicd mai

T R precoce (eucromatina), iar alte secvente — mai tardiv (heterocromatina).

% gl In rezultatul sintezei replicative a ADN-ului materialul genetic se

G- dubleaza si cromozomii devin bicromatidieni. Daca pana la replicare in

b celulda sunt 46 de cromozomi monocromatidieni (46 de molecule de

256 ADN) dupa replicare cei 46 de cromozomi devin bicromatidieni (92 de
A

‘ T; ,1\ molecule de ADN). Moleculele de ADN obtinute prin replicare raméan
T Al? unite prin centromer pand in anafaza (doud molecule de ADN identice
€57 intre ele reprezintd cromatidele surori ale unui cromozom) .

AT TN
% C=/
T A— .
Replicarea semiconservativi a DISTRIBUTIA MATERIALULUI GENETIC PRIN MITOZA
ADN-ului ECVATIONALA

Mitoza reprezinta mecanismul de distributie a materialului genetic replicat la doi poli ai
celulei, asigurat de fusul acromatic si de separarea masei citoplasmatice, cu formarea a doua celule
identice genetic intre ele si cu celula mama.

Mitoza reprezintd o diviziune ecvationald determinatd de urmatoarele evenimente:
- condensarea materialuilui genetic — cromatina se transforma in cromozomi facilitand distributia
egala si identicd a materialului genetic;

- toti cromozomii sunt bicromatidieni; cromatidele surori sun identice, rezultate prin replicarea
ADN-ului cromozomial, cromatidele sunt unite prin centromer de la sfarsitul perioadei S pana in

Anafaza;

- In regiunea centromerului fiecarui cromozom se maturizeaza cdte o pereche de kinetocori, ce
asigura interactiunea cromozomilor cu firele fusului acromatic;

- organizarea aparatului de diviziune — centriolii in perioada S se dubleaza, in Profazda migreaza,
formand doi poli ai celulei de la care se asambleaza firele fusului de diviziune;

- microtubului fusului de diviziune se unesc cu cromozomii de ambele parti ale centromerului prin
intermediul kinetocorilor;
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- cromozomii maximal condensati, se aranjeaza intr-un singur plan ecuatorial — placa metafazica,
datoritd aparatului de diviziune;

- segregarea materialului genetic, replicat si condensat, se realizeaza prin:
- dublarea si clivarea longitudinala a centromerilor;
- disjunctia cromatidelor surori (din fiecare cromozom bicromatidian se formeaza doi
cromozomi monocromatidieni);
- migrarea simultand si sincrond a cromatidelor surori spre polii opusi ai celulei.

- procesul de repartizare a materialului genetic se finalizeaza prin formarea a doi nuclei identici
urmat de citochineza.

—

- -

/
/ INTERFAZA
| (Perioadele G1, S, G2)

-~

METAFAZA

PROMETAFAZA

Dinamica cromozomilor in diferite faze ale ciclului mitotic

Astfel, materialul genetic (cei 46 de cromozomi ai celulei somatice replicati), prin mitoza se
transmite de la o celuld la doua celule fiice. Celulele rezultate mostenesc cate 46 de cromozomi —
material genetic identic, set de gene identic. Mitoza, in asa mod, reprezintd mecanismul ce asigura
proprietatea celulelor de a transmite in succesiunea generatiilor material genetic identic.

Rolul biologic al mitozei:

asigurd transmiterea egala si identica a materialului genetic in succesiunea generatiilor de
celule;

reprezintd mecanismul universal de inmultire a celulelor somatice la organismele
pluricelulare;

asigura cresterea organismelor pluricelulare la etapele prenatale si postnatal;

reprezintad mecanismul prin care se reinnoiesc tesuturile;

intervine in procesul de regenerare a tesuturilor.
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CARACTERISTICA PERIOADELOR CICLULUI MITOTIC

Perioadele . _— Procese Forma de prezentare a
. . Evenimente celulare principale genetice de . : .
ciclului celular 5 materialului genetic
baza
Cresterea celular; Transcriptia Cromozomi monocromatidieni,
Gl Specializarea celulard; Translatia decondensati sub forma de
< Controlul competentei intrarii celulei in Reparatia eucromatind si heterocromatina
g perioada S.
'6'2 Dublarea ADNului nuclear; Replicarea Cromozomii devin
Lll_J S Dublarea centriolilor. Reparatia bicromatidieni, decondensati
Z Transcriptia sub forma de eucromatina si
- Translatia heterocromatina
Controlul competentei intrarii celulei in Reparatia Cromozomi bicromatidieni,
G2 mitoza; Transcriptia decondensati sub forma de
Acumularea factorilor proteici mitotici. Translatia eucromatind si heterocromatina
Disocierea membranei nucleare; - Cromozomii bicromatidieni
Condensarea cromatinei si transformarea se condenseaza
ei in cromozomi;
Profaza | Formarea aparatului de diviziune;
Maturizarea kinetocorilor;
Interactiunea cromozomilor cu fusul de
diviziune.
Cromozomii sunt dispusi intr-un singur - Cromozomi bicromatidieni
< | Metafaza plan ecuatprial; o . maximal condensati
N Controlul interactiunii cromozomilor cu
E fusul de diviziune.
= Clivarea longitudinala a centromerului - Din fiecare cromozom
Disjunctia cromatidelor surori bicromatidian, prin separarea
Anafaza | Migrarea simultana si sincrond a cromatidelor surori, se
cromatidelor spre polii celulei formeazi doi cromozomi
monocromatidieni.
Decondensarea cromozomilor cu - Cromozomi monocromatidieni,
transformarea lor In cromatina ce se decondenseaza
Reorganizarea membranei nucleare, cu transformandu-se 1n cromatina.
Telofaza <
formarea a doua nuclee
Citochineza cu formarea a doua celule
fiice

ERORILE MITOZEI

Erorile mitozei reprezinta anomalii de distributie a materialului genetic in timpul diviziunii
celulare. Insasi distributia materialului ereditar are loc in anafazi prin clivarea longitudinald a
centromerului, segregarea cromatidelor si migrarea lor simultana spre polii celulei, iar prin separarea
citoplasmei cele doud celule-fiice mostenesc un numar identic de cromozomi. Din diverse motive
(defecte genetice, defecte metabolice, actiunea factorilor de mediu) aceste procese celulare pot fi
dereglate; se pot produce:

cromozomilor spre polii celulei;

asamblare anormald a fusului acromatic si interactiune defectuoasa cu kinetocorii;
depolimerizare asincrona a microtubulilor, care determind migrarea neconcomitentd a

defecte in structura centromerului ce impiedica separarea cromatidelor-surori;

- modificarea viscozitatii citoplasmei care poate impiedica procesul normal de deplasare a
cromozomilor spre polii celulelor, etc.
Principalele erori ce conduc la o distributie anormald a materialului genetic sunt:
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- clivarea transversald a centromerului cu producerea izocromozomilor;
- nedisjunctia cromatidiana si
- intdrzierea anafazica cu producerea celulelor aneuploide (trisomii, monosomii).

1 1 2 2 1 1.2 2 1 1 2 2 2 12
= e e o S ms S o S e o o e+ "'il‘ S S
~_ ¥ - A Yy ~_ Y
Anafaza Nedisjunctia Intarziere Clivare ransversala
normaia cromatidiana anafazica a centromerubul
SR N A = W
1 2 2 1 1.2 2 1 1 2 2 L. |
R D SR —X-. T O T N S
. R NS _Ue=E S - S 1 T - B - II R -
1 1 2 2 1 2 2 1 2 2 1 1 2
Y Y b4 b4
P> = #TTTTTY ol S # N\
2 A2 %
2% A 2 ¢ \ v 2
h X\ [Zh V2 2 4 I 24 A
2 1 { » ; i(2p)" 1.
o | ¢ 2 ’ g iee
A\ 72 A 72 %
1 \
3 e 1% SSS S Io- 1%,
1 > 1 2 1 -
o o 5 o o -
Setnormal de Set normal de Trisomie Monosomie Monosomie Set normal de iso p ,s;'q
cromozomi cromozoml cromozomi

Diferife erori ale mifozei §i fipurile de celule rezuifate pentru o celula cu dowd perechi de crs:
= sef normal de cromozomi — disomie — 2n;
= sef anormal de cromozomi:
®  frisomie—2n+1;
®  monosomie —2n-—1I;
= celule cu aberatii cromozomiale:

®  cuisop—2nifip);
®  cuisog-—2ni{?g)

CLIVAREA TRANSVERSALA A CENTROMERULUI

In anafazi, cromozomul bicromatidian se separa in doi cromozomi monocromatidieni prin clivarea
centromerului. Clivarea centromerului, in norma, se realizeaza in plan longitudinal, rezultand doi
cromozomi identici dupa marime, forma si informatie genetica, avand un brat proximal (p) si altul distal
(9). Dar, mai rar, clivarea centromerului se poate realiza in plan transversal, rezultand doi cromozomi
monocromatidieni diferiti ca marime, forma si continut genetic — izocromozomi (iso) ce contin doua brate
de acelasi fel:

- iso p (ip) — cromozom format din doua brate p fiind absent bratul q;
- is0 g (i) cromozom format din doua brate q fiind absent bratul p.

In rezultatul clivarii transversale a centromerului si segregarii cromozomilor, cele doud celule
fiice vor mosteni materialul genetic dublat al unui brat si absenta altui brat al cromozomului
implicat in anomalie. Ex.:

46, XX —EX_5 46, X,i(Xp) / 46,X,i(Xq)

46, XY —=2 5 46,X,i(Yp)/ 46,X,i(YQ)

46, XX (XY) —==2 5 46, XX (XY), i(21p) / 46,XX (XY), i(21q)
etc.
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NEDISJUNCTIA CROMATIDIANA

Cromatidele surori ale unui cromozom, rezultate prin replicarea premitotica a ADN-ului
cromozomial, se separa una de alta dupa clivarea centromerului. Acest proces reprezintd momentul
cheie in distributia materialului genetic in timpul diviziunii. In caz de neseparare — nondisjunctie —
cromatidele surori ale unui cromozom vor migra la acelasi pol, determinand o repartizare inegala a
materialului genetic. Ca rezultat una dintre celulele fiice va mosteni un cromozom in plus (2n+1 —
47 cromozomi — trisomie), iar in cealalta celula va lipsi cromozomul respectiv (2n-1 — 45
cromozomi — monosomie). EX.:

46, XX X5 45 X [ 47 XXX ;

46, XY —¥ 5 45 X [ 47, XYY;

46, XX —TB8 5 45 XX,-13 / 47, XX, +13;

46, XY —e=8 5 45 XY, -18 / 47,XY,+18;

46, XY —X2 5 45 XY ,-21/ 47, XY ,+21;

46, XX —28 5 45 XX,-8 [ 47,XX,+8;

etc.

INTARZIEREA ANAFAZICA

Dupa separarea cromatidelor-surori, prin depolimerizarea fusului de diviziune, are loc migrarea
simultand a cromozomilor monocromatidieni spre poli opusi. La fiecare pol ajung cate 46 cromozomi,
care vor fi separati in doud nuclee, iar prin citochineza vor rezulta doud celule cu continut genetic
identic. Ca rezultat al defectelor de dezasambalre a microtubulilor sau a modificarii viscozitatii
citoplasmatice migrarea cromozomilor poate fi asincrond. In rezultat, unii cromozomi vor nimeri in
nucleul celulei-fiice, iar altii, cei intarziati, vor forma micronuclei citoplasmatici, care vor degrada. in
consecintd, celulele fiice mostenesc seturi diferite de cromozomi: una dintre celule poate obtine un set
normal, iar cealalta celula va fi monosomica. EX.:

46, XX —2X_5 45 X [ 46,XX;

46, XY —2 5 45 X [ 46,XY;

46, XX —28 5 45 XX,-13 / 46,XX;

46, XY —&8 5 45 XY, -18/ 46,XY;
etc.

CONSECINTELE ERORILOR DIN MITOZA

Erorile de distributie a materialului genetic in mitoza determina aparitia celulelor cu seturi diferite
de cromozomi in acelasi organism - mozaicuri celulare cromozomice ce pot genera doud sau mai
multe linii sau clone celulare, care diferd prin numdarul de cromozomi.

In rezultatul clivarii transversale a centromerului se poate produce mozaicul de tipul:
- 46,isop / 46,is0q - cand eroarea afecteaza diviziunea zigotului, sau
- 46/ 46,isop / 46,is0q - cand eroarea apare in cursul diviziunii blastomerilor.

In rezultatul nedisjunctiei cromatidiene, eroare determinata de nesepararea cromatidelor surori ale
unui cromozom in cursul anafazei, apar mozaicuri de tipul:
- 45/47 —cand eroarea afecteaza diviziunea zigotului; sau
- 45/46/ 47 — cand eroarea apare in cursul diviziunii blastomerilor.

In rezultatul intarzierii anafazice - eroare caracterizata prin migrarea cu viteza redusa sau blocarea

migrarii unei cromatide dupa ce disjunctia cromatidiand s-a produs normal, determind aparitia unui
mozaic cromozomic de tipul 45/46.
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Evolutia clonelor celulare anormale depinde de viabilitatea celulelor care prezinta anomalia
Cromozomica:
a. anomaliile grave determina moartea celulelor anormale (clonele anormale se autoelimina);
b. anomaliile mai putin grave permit multiplicarea celulei anormale cu aparitia unei clone
anormale.

Trisomiile sunt mai putin grave ca monosomiile, anomaliile gonosomilor sunt mai putin grave ca
anomaliile autosomilor; cromozomii mai mici au mai putine gene si anomaliile lor sunt mai putin grave
ca anomaliile cromozomilor mari.

Anomall_l Erori mitofice — . Anomalii Anomalii
cromozomiale cauze ale anomaliilor cromozomiale Lo .
cromosomice viabile | cromosomice letale
Nedisjunctia cromatidiana 47 XXX Restul trisomiilor
47 XXY autozomale
Trisomii A7 XYY
(47,+7?) 47 XX(XY),+21
T 47 XX(XY),+13
47, XX(XY),+18
47 XX(XY),+8
Monasomii Neiiisjuncgia crom‘atvidiané; 45X Toate  monosomiile
_7 Intarzierea anafazica autozomale
(45,-7)
46,X,i (Xp) Restul
i op) 46,X,i (Yp) anomaliilor crs
P 46,XX(XY),i (?p)
Clivarea transversala a centromerului 46,X,i (X0) Restul
) 46,X,i (YQ) anomaliilor crs
i (?0) 46,XX(XY),i (Dq) 46,XX(XY),i (2q)
46,XX(XY),i (Gq)

Consecintele fenotipice ale clonelor anormale depind de momentul ontogenetic al aparitiei lor.
Daca se produc in timpul embriogenezei - este perturbatd formarea normald a tesuturilor si organelor
producand anomalii congenitale (fenotip anormal la nastere); in caz daca apar postnatal se produce
perturbarea structurii sau functiei anumit tesut sau organ si apare o degenerare neoplazica (cancer).

SALVAREA ANEUPLOIDIILOR

Organismul are tendinta de a corecta dezechilibrul genetic, incercand sa elimine cromozomul supranumerar
in cazul trisomiilor sau sa castige un cromozom in plus in cazul monosomiilor.
Corectia unei trisomii in disomie se poate realiza prin urmatoareale mecanisme:
- nedisjunctie mitotica;
- intirziere anafazic;
- pulverizarea cromosomului supranumerar.

Corectia monosomiei in disomie poate fi realizata prin:
- nondisjunctie mitoticé;
- endoreplicare selectiva a cromosomului monosomic;
- clivare transversala a centromerului ce rezultd iso q.— In cazul acrosomilor.

Consecinta unui mecanism de “salvare” a unei aneuploidii este disomia uniparentala. Trisomiile ce sunt

corectate prin pierderea unuia din cei trei cromosomi, 1/3 cazuri - rezultd o disomie uniparenti (DUP).
Monosomiile sunt corectate prin duplicarea cromosomului monosomic, rezultand intotdeauna DUP.
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In cazul in care corectia se produce doar in anumite celule, rezulta mozaicuri cromosomice:
- corectia unei trisomii prin pierderea cromosomului suplimentar determina producerea unui mozaic
47/46;
- corectia unei monosomii prin duplicarea cromosomului fard omolog determina producerea unui
mozaic 46/45.
Mozaicurile cromosomice pot fi Impartite in trei categorii:
I. mozaicuri generalizate, prezente 1n toate tesuturile organismului;
Il. mozaicuri limitate la anumite tesuturi embrionare;
I1l. mozaicuri limitate la placenta.

Zigot trisornme

\>
)
Pierdere e
cromosomica
postzigotica 1

Tnsomie Fat normal
fetala diplaid
3 Mozaic limitat Placenta trisomica
omogena &
la placentd

Consecintele mozaicurilor limitate la placenta sunt:

disfunctie metabolica placentard ce afecteazd dezvoltarea embrionara;
intarziere in dezvoltare si avorturi;

mortalitate perinatald.
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CURS 7
TRANSMITEREA INFORMATIEI GENETICE DE LA PARINTI LA COPII

Perpetuarea speciei si pastrarea caracterelor distinctive sunt determinare pe proprietatea
fundamentald a organismelor vii de a se autoreproduce. Pe parcursul evolutiei lumii vii a apérut
necesitatea inmultirii sexuate care asigura diversitatea intraspecifici — fenomen important pentru
supravietuire: asigura recombinarea materialului genetic, determina aparitia indivizilor cu
combinatii noi de caractere cu o susceptibilitate diferitd la agresiunile din mediul ambiant si, in
consecinta, reprezintd un mecanism important in selectia naturala.

La organismele cu reproducere sexuata legatura materiala dintre generatii, transmiterea $i
conservarea informatiei genetice de la o generatie la alta este asiguratd de doud procese genetice
distincte:

- gametogeneza - producerea celulelor sexuale mature cu set haploid de cromozomi (n=23),
- fecundarea gametilor si formarea zigotului cu set diploid de cromozomi (2n=46) cu o
configuratie genetica noud, unica si constanta.

GAMETOGENEZA

Gametogeneza este ansamblul proceselor genetice, biochimice si morfologice, care
determind formarea si maturatia gametilor in gonade (testicule sau ovare).

Ovogeneza este mecanismul de diferentiere a ovulelor haploide din celule sexuale primare
diploide (ovogonii); se desfasoara in ovare; unele procese se realizeaza in perioada embrio-fetala, iar
alte — numai dupa pubertate pand la menopauza; populatia de ovocite nu se reinnoieste, iar insati
procesul este discontinuu, cu doud faze de asteptare (dictiotenul profazei I si metafaza II ale
meiozei).

Spermatogeneza reprezinta procesul de diferentiere a spermatozoizilor haploizi din celule
sexuale primare diploide (spermatogonii); are loc in testicule; se desfasoara in mai multe etape, cu
reinnoirea permanenta a populatiilor de celule sexuale dupa pubertate.

Gametogeneza se desfasoara in cateva etape:
- perioada de Inmultire mitotica a celulelor sexuale primare cu formarea unei populatii mari de
gametogonii (2n=2c);

- perioada de crestere cu formarea gametocitilor de ordinul | (2n=46 crs) prin replicarea ADN-
ului cromozomial, sinteza componentelor necesare pentru meioza i acumularea factorilor ce
asigura formarea si dezvoltarea zigotului;

- perioada de maturatie cu formarea gametilor haploizi, realizata prin meioza — proces decisiv in
gametogeneza:
- pe parcursul ovogenezei dintr-o ovogonie se maturizeaza doar un ovul capabil de fecundatie
si doi/ trei globuli polari;
- pe parcursul spermatogenezei dintr-o spermatogonie se maturizeaza patru spermatide;

- Il perioada de formare, caracteristicai doar spermatogenezei, ce asigurda modificarile

morfologice ale celulei sexuale masculine, transformand spermatidele in spermatozoizi capabili
pentru fecundatie (mobilitate i capacitatie).
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Ovogeneza | Spermatogeneza

Locul desfasurarii

In ovare (gonade feminine) | In testicule (gonade masculine)
Perioadele caracteristice
I. De inmultire a ovogoniilor I. De inmultire a spermatogoniilor
II. De crestere a ovocitelor de ordinul | II. De crestere a spermatocitelor de ordinul I
I11. De maturatie a ovulelor (dintr-un ovocit | se III. De maturatie a spermatidelor (dintr-un
formeaza un ovul si trei globuli polari) spermatocit I se formeaza patru spermatide)

IV. De formare a spermatozoizilor

Reglarea procesului

Control neuro-endocrin dependent de factorii de Autocontrol neuro-endocrin
mediu

Tipul de gameti
Ovule - celule mari rotunde, ce contin vitelius, setul Spermatozoizi — celule mici mobile, formate din
de organite celulare caracteristic si nucleul haploid cap, gat si flagel, nucleul este haploid ( 23,X sau
(23,X) 23,Y)

Perioada desfasurarii

Perioada de inmultire §i crestere se desfagoara doar Prenatal, odata cu formarea gonadelor se formeaza o
prenatal; populatie de spermatogonii;
Ovarul nou-nascutei contine ovocite de ordinul | Dupa pubertate toate cele patru perioade ale
stopate in dictioten (profaza I a meiozei); spermatogenezei se desfagoara continuu, producand
Perioada de maturatie incepe dupa pubertate, céte un numar enorm de spermatozoizi.
un ovocit (mai rar doud) se maturizeaza lunar, pana Spermatozoizii permanent se reinnoiesc; perioada
la stadiul metafazei I1; de reinnoire este de circa 64 de zile..

Meioza se finalizeaza dupa fecundarea ovulului de
catre spermatozoid.
!! Ovocitele nu se reinnoiesc.

Riscul mutatiilor generative

Creste odata cu varsta femeii; risc pentru anomalii Independent de varsta barbatului, risc pentru mutatii
cromozomiale. genice.
Ovogeneza Spermatogeneza 46,XY
() ()
46,)0( Ovogonie -I_» Spermatogonie N
Raplicars Rephcarn
LA (B 46,XY
XX Spermatocit| M
Ovocit I ’
46,)()( Meinral h-l-ﬂlnnlhl Weioza | puductionals)
Xx)
X)( [ prsers Ay X‘ 23X 23Y
Spermatociti Il

Ovocith

Fecendatie

ot el 23,X 23X 23,Y 23Y
[y W W
X\ {g (g (\

{

X
(« !(( < < < ( 23,X 23,Y
23,X 23,X23,X 23,X Zigot— PO . A 23X 23 Y

Muloza ;I!‘-nmmmnlﬂ Nelara ) 'l'w*"".)
23X 23X X
¥ L WAL
/\/{f ( ( ) Spermatide l—m-uu
Spermatozoid - I— Giobut polar I ...m..;..o.nl--
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FECUNDAREA
Contopirea gametilor haploizi de origine parentala diferita poartda denumirea de fecundare,
iar celula rezultata ce contine materialul genetic al ambilor gameti - zigot. Gametii formati in timpul
ovogenezei §i spermatogenezei sunt foarte variati, pentru ca rezultd in urma unor procese de
recombinare intra- si intercromozomiala. Participarea ovulelor si spermatozoizilor la fecundatie este
aleatorie, asigurand formarea diferitor variante genetice de zigoti, ceea ce reprezintd recombinarea
genomicd.

Fuziunea celor doi gameti haploizi reface setul diploid de cromozomi, caracteristic speciei.
Mitozele succesive ale zigotului duc la cresterea si dezvoltarea organismului pluricelular. Incepand
cu zigotul, toate celulele somatice vor avea cromozomii in perechi. Cromozomii pereche sau
omologii sunt asemanatori ca morfologie si structurd genica, dar diferiti ca origine.

In concluzie, organismul uman matur poseda doua linii celulare:
(i) celule somatice ce alcatuiesc diferite tesuturi si organe:
- au set diploid de cromozomi (2n=46crs);
- provin de la celula zigot prin mitoze repetate;
- 51% din materialul genetic este de origine materna si 49% de origine paterna (deoarece
ADNmt este de origine materna);
- se inmultesc prin mitoza pentru a asigura cresterea organismului, reinnoire §i regenerarea
tesuturilor;
(ii) celule sexuale care asigura transmiterea materialului genetic de la parinti la descendenti la
formarea zigotului;
- au set haploid de cromozomi (n=23crs);
- provin din gametogonii (celule diploide), care reprezinta celule somatice specializate pentru
gametogeneza,
- se maturizeaza in gonade prin meioza;
- determina stabilitatea numarului de cromozomi la specia data.

DINAMICA CROMOZOMILOR iN MEIOZA
Meioza (“meioSis” — micsorare) este un mecanism complex ce implica desfasurarea
succesivd a doud diviziuni, care se termina cu injumatatirea setului de cromozomi. Din fiecare
celula cu 46 cromozomi (Set diploid) se formeaza 4 gameti cu cate 23 cromozomi (set haploid).
Gametii sunt extrem de variati pentru ca, rezultati din meioza, sunt produsi ai recombinarii intra- §i
intercromozomice.

A.Ovogeneza

(In=2c) ——— 1n=1

23X - 23, X1n=1c)
46,XX - —— 23,X(In=1c)
(2n=4c) 23.X [ 23,X(In=1c)

(In=2c) — 23,X(1n=1c)
B.Spermatogeneza

(In=ldc) ——— 1n=1

il 23,X(1n=1c)
46, XY — — 23,X(1n=1c]
(Zn=4c) 23.Y [ 23 Y{In=1c)

(1n=2c) — 23,Y(1n=1c)

Particularitatile segregarii cromozomilor in meioza
ovogenezei si spermatogenezei
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Meioza este precedati de o interfaza premeiotica in care are lor replicarea ADN-ului. Intre
cele doua diviziuni existd o perioada scurtd — interkineza — in care ADN-ul nu se replica.

Prima diviziune a meiozei — diviziunea reductionala asigurd injumatatirea numarului de
cromozomi in celulele: transforma gametocitele de ordin | cu 46 cromozomi bicromatidieni in
gametocite de ordin 11 cu 23 cromozomi bicromatidieni.

Reducerea numarului de cromozomi este determinata de:

- conjugarea cromozomilor omologi cu formarea a 23 de bivalenti (tetrade) in profaza I;

- aranjarea bivalentilor in plan ecuatorial in metafaza I,

- disjunctia cromozomilor omologi si migrarea spre polii celulei a cromozomilor bicromatidieni,
cate un cromozom din fiecare pereche 1n anafaza I;

- citokineza asigura separarea masei citoplasmatice cu formarea a doud celule cu numar haploid de
cromozomi dar bicromatidieni (cu cantitate dubla de ADN — 1n=2c) — gametocite de ordinul I1.

@EIOZA |
~ ~.PROFAZAI ..
%\ (6 etape)

|

o conjugarea

/ \ ".. 145
R LEPTOTEN cromozomilor

Celula diploida {2n) / omologi
i initerfazk inceputul compacilz_?m ¥ 9
cromozomilor " ¢

IPLOTE
=~ o Formarea PAHITEN
/DIAKINEZA chiasmatelor Realizarea
Terminalizarea crossing-overului
chiasmatelor —

® ‘ ANAFAZA |

) g' Disjunctia \ N\ e
\\! cromozomilor
—Z omologi TEL

“r & /Formarea celulelor
./ ~

METAFAZA |

Alinierea perechilor
de omologi la ecuator,
fixarea fusului de
diviziune la centromer

., cu un numar haploid
! {(1n) de cromozomi

In meioza Il (asemanatoare cu mitoza) cromatidele crosovere si cele
necrossovere se repartizeaza arbitrar in celulele formate

Dinamica cromozomilor in meioza
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Paralel cu procesele ce asigura segregarea cromozomilor pe parcursul diviziunii meiotice
reductionale are loc recombinarea materialului genetic:

Conjugarea omologilor si recombinarea intracromozomiala — crossing-overul

- recombinarea intracromozomialid — crossing-overul, care reprezinta schimbul reciproc de
fragmente (gene) intre cromozomii omologi materni si paterni si se desfasoara datorita
conjugarii lor (Profaza I);

- recombinarea intercromozomiald, care reprezintd asortarea independentd a cromozomilor
neomologi materni si paterni la polii celulei in timpul Anafazei I, datorita aranjarii aleatorii a
bivalentilor la ecuator si migrarii spre polii celulei.

Perioadele ciclului . . Dublarea Recombin | Segregarea
Nr. de cromozomi Nr. de cromatide mat. .
celular . area mat. genetic
genetic
Interfapa 46 92 + i i
premeiotica (gametocit 1)
Pl 46 92 - + -
- M 46 92 - - -
< £
N o
8 g Al 46 92 - + +
=%
23+23 o
TI 46 + 46 - - Citokineza
(gametociti II)
Inerchineza 23 23 46 46 - - -
Pl 23 23 46 46 - - -
=
< = Ml 23 23 46 46 - - -
N ©
O &
w > All 46 46 46 46 - - +
> o
TI 23+23 23+23 23+23 23+23 - - Citokineza
(gameti)

A doua diviziune a meiozei — diviziunea ecvationala asigura repartizarea egala si identica
a materialului genetic in celulele-gameti. Formarea gametilor haploizi (In=1c) din gametocitii de
ordinul IT (1n=2c) este asigurata de:
- maturizarea a doi kinetokori pentru fiecare centromer;
- aranjarea la ecuator a cromozomilor intr-un singur plan;
- clivarea longitudinala a centromerului s1 disjunctia cromatidelor surori;
- migrarea simultand §i sincrond a cromatidelor (cromozomilor monocromatidieni) spre polii
celulei;
- separarea masei citoplasmatice cu formarea a cate doi gameti haploizi din fiecare gametocit I, in
total 4 din fiecare celuld ce a intrat Tn meioza.
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ROLUL BIOLOGIC AL MEIOZEI
I.Meioza are un rol esential pentru reproducerea organismelor si conservarea insusirilor parintilor,

asigurand legatura materiald intre parinti si copii;

ii.Meioza are si rolul de a produce si a mentine variabilitatea genetica in populatiile umane prin
fenomenele de recombinare intra- si intercromozomica, ce se realizeaza in profaza meiozei [
— schimbul reciproc de fragmente egale intre cromozomii omologi (procesul crossing-over)
si In anafaza meiozei I — asortarea independentd a cromozomilor neomologi;

iii.Meioza demonstreaza corelatia dintre dinamica cromozomilor si legile ereditatii ale lui Mendel
(legea segregarii caracterelor, legea mostenirii independente a caracterelor).

ERORILE MEIOZEI SI CONSECINTELE LOR

In cursul meiozei se pot produce diferite anomalii de distributie a materialului genetic:
- crossing-over inegal cu formarea gametilor purtatori de deletii sau duplicatii cromozomice;

- nedisjunctie cromozomiala sau cromatidiana cu formarea gametilor nulisomici si disomici;
- Intirziere anafazica cu formarea gametilor nulisomici;

- nesepararea gametocitelor cu formarea gametilor diploizi.;

- clivarea transversali a centromerului cu formarea isocromozomilor.

CROSSING-OVERUL INEGAL se poate produce ca rezultat al unei conjugari anormale a
cromozomilor omologi si, in consecintd, schimbului inegal de fragmente intre comatidele nesurori
ale bivalentului. Aceastd eroare va fi cauza aparitiei unor cromozomi cu deletie si cu duplicatie, iar
gametii respectivi purtdtori de aberatii cromozomiale [de ex.: 23,X(Y),1p- si (23,X(Y),1p+] vor da
nastere la zigoti cu monosomii si trisomii partiale [de ex.: 46,XX(XY), 1p- si 46, XX(XY), 1p+].

NEDISJUNCTIA CROMOZOMICA poate avea loc in anafaza I, cand ambii cromozomi
omologi nimeresc la acelasi pol al celulei si ca urmare in acelasi gametocit sau in meioza Il — cand
din diverse motive nu are loc clivarea centromerului si cele doud cromatide nu se separa,
migrand impreuna la un pol se poate produce nedisjunctia cromatidiani. In ambele cazuri se
formeazd gameti cu aneuploidii cromozomice — disomii §i nulisomii, care dupad fecundare vor da
nastere unor zigoti anormali: trisomici §i monosomici.

INTARZIEREA ANAFAZICA a unui cromozom sau a unei cromatide se poate produce ca
urmare a separarii anafazice asincrone a cromozomilor in meioza I sau a cromatidelor in meioza
Il, urmatd de intarzierea unui cromozom la polul celulei si pierderea acestuia In momentul
citochinezei (cromozomul intdrziat rdimane in afara nucleului in citoplasma si degradeaza). Ca
rezultat al intarzierii anafazice se formeaza gameti nulisomici, cit §i gameti normali.

NESEPARAREA GAMETOCITELOR reprezinta fenomenul cind dupa segregarea
cromozomilor in meiozd nu se separd masa citoplasmaticd si ca rezultat se produc gameti diploizi
(2n), care dupa fecundare cu gametii normali vor forma zigoti triploizi (3n).

CLIVAREA TRANSVERSALA A CENTROMERULUI, cauzati de defecte ale ADN-ului
centromeric sau de asamblarea anormala a proteinelor centromerice, se poate produce in Anafaza II.
Ca rezultat se vor forma gameti cu isocromozomi p si izocromozomi . La fecundarea gametilor
23,ip sau 23,iq vor rezulta zigoti 46,ip (cu materialul genetic al bratului p a cromozomului respectiv
dublat si lipsa materialului genetic al bratului q a cromozomului respectiv sau zigoti 46,iq (cu
materialul genetic al bratului q a cromozomului respectiv dublat si lipsa materialului genetic al
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bratului p a cromozomului respectiv), iar dupd fecundare se vor forma zigoti cu monosomie partiala
si trisomie partiala.

Astfel toate erorile de distributie a materialului genetic in cursul meiozei duc la formarea
gametilor aneuploizi, iar dupa fecundare formeaza zigoti aneuploizi (monosomici, trisomici), care in
consecintd sunt cauza tulburarilor de reproducere: sterilitate, avorturi spontane, nou ndscuti morti
sau malformatii, copii cu tulburdri de crestere pre — si postnatald, intarziere in dezvoltarea
psihomotorie.

ERORI LA FECUNDARE

Fecundarea dubla este posibild cand ovarul elibereaza in momentul ovulatiei doud ovule si
prin fecundare, ele vor forma doi zigoti, care pot evolua independent; sau se pot uni, formand o
singurd structurd embrionard denumitd himerd; in ultimul caz, daca zigotii vor avea acelasi sex
genetic, se realizeazd o sexualizare normald §i numai unele studii a caracterelor vor evidentia o
populatie celulard dubla; dacd zigotii care s-au unit au sexe genetice diferite, se realizeaza o
constitutie XX/XY cu tulburari de sexualizare — hermafroditism adevarat.

Dispermia este posibila cand un ovul este fecundat de doi spermatozoizi, rezultand zigoti
triploizi (69,XXX sau 69,XXY sau 69,XYY).

Diginia sau diandria reprezinta fenomenul cand unul din gameti este diploid si celalalt este
haploid, rezultand zigoti triploizi; zigotii triploizi evolueaza cu dereglari severe in dezvoltarea
embrionara.

Consecinte Constitutia Evolutie
genetica
Fecundarea dubla Gemeni 46,XX si Evolutie normala
dizigoti 46,XX
46,XX si
46,XY
Himera 46,XX/46,XX Evolutie normala
46,XX/ 46,XY Hermafroditism adevérat
Dispermie Triploidie 69, XXX sau Dereglari severe in dezvoltarea
69,XXY sau embrionara
69, XYY
Diginie Triploidie 69, XXX sau Dereglari severe in dezvoltarea
69,XXY embrionara, placentd micd de forma
anormala, avort precoce
Diandrie Triploidie 69,XXY sau Mola hidatiforma partiala, placentd mare,
69, XYY polichisticd, embrion malformat.
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CURS 8
GENELE UMANE

In conceptul clasic gena este un segment cromozomial ce controleazi expresia fenotipica a
unui caracter, iar in conceptul contemporan gena reprezinta un segment polinucleotidic al moleculei

de ADN ce codifica sinteza unei molecule specifice — polipeptid sau ARN.

Astfel substratul molecular al informatiei genetice este molecula de ADN, iar substratul
molecular al caracterului morfologic, biochimic sau fiziologic este proteina.

Genele umane se clasificd in doua categorii majore: gene structurale care codifica
polipeptide si gene codificatoare de molecule de ARNr si ARNL.

Cromozomcu15x 103pb, contine ~3000 gene

0,5% din cromozom ce contine 15 gene

0O gena cu lungimea de 105pb

Exon Intron Exon Intron Exon
] ]
L Il L |
Promotor, Regiune codificatoare Terminator

lTranscriptie
Secvente Secvente  Secvente  Secvente Secvente
exonice intronice exonice intronice exonice
5' 3
ARN

precursor

Translatie

PROTEINA
i
1
Y
CARACTER FENOTIPIC
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ORGANIZAREA GENERALA A GENELOR STRUCTURALE
Gena structurala reprezintda o combinatie de secvente nucleotidice reglatoare si

codificatoare:
— secvente reglatoare proximale — promotorul, enhanceri si silenseri, care sunt responsabili de

controlul initierii transcriptiei, ratei si vitezei transcriptiei;

— secvente reglatoare distale — terminatorul si situsul de poliadenilare, care intervin in
controlul termindrii procesului de transcriptie si maturizarii ARN-transcriptului primar;

— secventa codificatoare ce este formata din exoni separati de introni.

Genele sunt localizate in lungul moleculei de ADN cu o pozitie fixd (locus) si sunt separate
una de alta prin secvente necodificatoare — spaceri. Ele nu au granite morfologice, au numai granite
functionale, ce se stabilesc in procesul transcriptiei.

In genomul uman se descriu circa 30000 perechi gene structurale ce constituie circa 25% din
genom (la 50% din ele functia este cunoscuta).

Dimensiunile genelor umane sunt diferite si au o lungime medie de 3000p.n., de ex:
- gena B globinei — 1, 5 kb;

- genainsulinei - 1, 7 kb;

- gena catalazei - 34 kb;

- gena distrofinei - 2,5 mb;

Clasificarea genelor umane dupi dimensiuni

Categoria Exemple Dimen.siunile Dimensiunile _Numé_rul
genei, kb ARNmM, kb intronilor
a-globina 0,8 0,5 2
Gene mici B-globina 1,5 0,6 2
Insulina 1,7 0,4 2
Gene medii Factorul X de coagulare 34,0 2,8 7
Catalaza 34,0 1,6 12
Gene mari Fenilalaninhidrixilaza 90 2,4 12
Gene gigante Factoru_l VIl de c_oagulare 186,0 9 26
Tireoglobulina ~300,0 8,7 36
Gene Distrofina ~2000,0 16,0 60
supergigante

Repartizarea genelor umane dupi lungime

Lungimea, kb % de la numarul total
pand la 10 23,3
10-25 35,6
25-50 20,2
51-100 13,0
101-500 6,7
peste 500 1,2

PARTICULARITATILE GENELOR STRUCTURALE UMANE:
A. au o organizare complexa:
— pot prezenta mai mult de un promotor sau situsuri de initiere al transcriptiet;
— pot prezenta mai multi codoni de initiere si codoni STOP;
— prezinta secvente complexe de reglare a transcriptiei;
— asigura diferite variante de splicing alternativ;
B. se caracterizeaza prin prezenta unor mecanisme de reglare combinatd a activitatii genelor
(complexa si precisd in spatiu si in timp):
— 1n dependenta de tipul celulei;
— 1in dependenta de perioada ontogenetica a celulei si a organismului;
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— 1in dependenta de factorii de mediu interni sau externi.

Gena distrofinei si izoformele distrofinei

Tiouri Lungimea Localizarea Expresie
P ARNmM, kb promotorului P
. - Musculara 14 Captul 5 Inima, muschi scheletici
Dimensiuni netranscris
complete Cerebrala 14 Intronul 1 Scoarta Hipocamp
Cerebrala 14 Intronul 1 Celulele Purkinje
1-Dp71 45-48 Intronul 63 Orlunde, in afard de
muschi
2-Dpl16 55 Intronul 56 Nervii periferici
Forme Oriunde, in afard de
scurte 3-Dp40 2,2 ’ .
muschi
Dp140 7,5 Intronul 44 Neuroni embrionali
Dp260 Retind

PROPRIETATILE GENELOR UMANE

Genele, fiind reprezentate de secvente de ADN, se replica, autoreproducandu-se si prin mitoze
repetate sau prin meioza se transmit la alte generatii de celule sau de organisme, asigurand
continuitatea materialului genetic in sirul generatiilor si transmitea genealogica a caracterelor -
ereditatea;

Gena este specifica - codifica o molecula polipeptidica, determina expresia unui caracter;

Gena are o0 actiune dozata asupra fenotipului prin posibilitatea sintezei unei anumite cantitati de
produs genic (ARNm si molecule polipeptidice);

Gena este stabila datorita particularitatilor de organizare a moleculei de ADN si transmiterii din
generatie in generatie a informatiei genetice neschimbate, determinand formarea caracterelor
asemanatoare la parinti si copii; dar exista in genomul uman gene nestabile, programate genetic,
ce se reorganizeaza de novo in timpul diferentierii celulare (de ex.: genele pentru lanturile grele
si usoare ale Ig, genele ce codifica pentru receptorii olfactivi, pentru enzimele aparatului de
detoxifiere a xenobioticilor);

Unele gene sunt dependente de factorii de mediu (interni — genetici si negenetici, externi) si
determind expresivitatea variabild a unui caracter la diferite persoane in diverse conditii de
mediu:

— factorii de mediu pot modula (mari, micsora sau bloca) expresia genei;

— factorii de mediu pot modifica expresia genei (expresie patologica, non-expresie);

Genele pot avea actiune pleiotropa; pleiotropia sau actiunea multipla a genei este proprietatea
genei de a contribui la formarea mai multor caractere; poate fi primard - determinata de actiunea
multipld a produsului genei sau poate fi secundard — determinata de consecintele secundare ale
actiunii proteinei la nivelul diferitor celule, tesuturi i organe;

Genele pot exista Tn mai multe forme moleculare (diferite secvente nucleotidice), determinand o
sursa de variabilitate genetica. Prin modificarea secventei nucleotidice ale unei gene (mutatii) —
apar variante noi ale genei — alele; alelele multiple controleaza diferite stari sau forme
alternative ale unui caracter; caracterul controlat de o serie de alele multiple se numeste caracter
polimorf (25% din genele umane au variante alelice multiple).
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FUNCTIILE GENELOR UMANE

Genele detin si pastreazd informatia geneticd codificata despre sinteza anumitor proteine
specifice si formarea anumitor caractere fenotipice (biochimice, morfologice, fiziologice, psihice si
comportamentale).

Genele transmit informatia genetica datorita replicarii ADN-ului si reprezintd legatura
materiald dintre generatii, asigurdnd transmiterea genealogica a caracterelor de specie si de familie.

Genele realizeaza  informatia genetica prin transcrierea  ADN-ului pe molecule
informationale de ARN si translatia codului genetic in timpul sintezei proteinelor — substratul
material al diferitor caractere la nivel de celula, tesut si organism.

Expresia genelor reprezintd realizarea informatiei codificate de gene prin formarea
caracterelor - fenotipului.

(I) La nivel molecular, aceasta constituie procesul prin care informatia din ADN este
transformatd in molecule polipeptidice, ARNt, ARNr. Expresia genelor ce codificd polipeptide
reprezintd un proces complicat, ce decurge in cateva etape:

9 transcriptia — copierea informatiei genetice din ADN si sinteza moleculelor precursoare ale
ARNmM;

> processingul — maturizarea moleculelor ARNm: CAParea, poliadenilarea, splicingul;
> transferul ARNm in citoplasma;

> translatia — procesul prin care secventa nucleotidelor din ARN este tradusa Intr-o secventa
de aminoacizi ai lantului polipeptidic.

> maturizarea moleculei proteice prin conformatie +/- modificari structurale.

(1) La nivel celular expresia genei reprezinta rezultatul integrarii proteinei sintetizate intr-0
structura celulard, intr-un lant metabolic sau intr-o retea de semnalizare celulara. Fenotipul celular
— morfologia si functia — este controlatd de genomul celulei, dar realizata de setul specific de
proteine sintetizate — proteinomul.

(1) La nivel organismic expresia genelor se manifesta prin caractere morfologice si insusiri
complexe, datoritd cooperarii tuturor componentelor moleculare si supramoleculare in morfogeneza
si fiziogeneza organismului uman.

Astfel, In concept actual, expresia genica este studiata la diferite nivele:
i.molecular — polipeptidul sintetizat, care constituie efectul primar al expresiei genice;
ii.celular — molecula proteica si functia ei in celula — efectul secundar;
iii.organismic — manifestarea fenotipica a genei — efectul tertiar.

CLASIFICAREA GENELOR UMANE

Existd diferite criterii de clasificare a genelor, care includ diferite puncte de vedere asupra
legaturii dintre structura, localizare si functiea genelor:
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dupa tipul produsului genic:
- gene codificatoare de proteine — gene structurale;
- gene codificatore de ARNr si ARNt.

dupad numarul de copii in genom:
- unice - cu o singura copie;
- cu mai multe copii (repetate in tandem sau dispersate).

. in dependentd de numarul de celule 1n care se expresead genele:

- genele ,,house keeping” — active in toate celulele;
- gene specifice de tesut.

. In dependenta de perioada de expresie fenotipica:

- gene active in toate perioadele vietii;

- gene active numai in perioada embrionara;
gene active in perioada pubertatii;

gene active la adult.

dupa gradul de activitate:

gene normomorfe - cu activitatid normala;
gene hipomorfe - cu activitata redusa:
gene hipermorfe - cu activitata in exces;
gene amorfe - cu activitate blocata.

Activitatea genica se stabileste dupa cantitatea de molecule de ARN — transcris, cantitatea de

proteind sintetizatd, activitatea produsului genic — proteinei.

dupa functia produsilor genici sintetizati sunt gene ce codifica:
gene codificatoare de enzime - 31,2%);

gene codificatoare de modulatori ai proteinelor sintetizate - 13, 6 %

gene codificatoare de receptori;
gene codificatoare de factori de transcriptie;

\

gene codificatoare de proteine ale matricei intracelulare si matricei extracelulare;

gene codificatoare de transportori membranari si proteine — canal;

gene codificatoare de molecule de semnalizare celulara;
gene codificatoare de hormoni;
gene codificatoare de imunoglobuline, etc.

- 50%

~/

In dependenti de actiunea modulatoare a factorilor de mediu asupra expresiei genei:

gene stabile;
gene plastice.

LOCALIZAREA GENELOR

Conform teoriei cromozomiale ale ereditatii propusad de Th. H. Morgan (1911):

genele sunt localizate pe cromozom, fiecare gena ocupa un anumit locus;

genele unui cromozom sunt dispuse liniar si formeaza grupuri de inlantuire;

numarul grupurilor de inlantuire este egal cu numarul haploid de cromozomi;

intre cromozomii omologi poate avea loc schimb de gene alele (crossing-overul);

frecventa crossing-overului este direct proportionald cu distanta dintre gene si este
proportionald puterii de Inlantuire;
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\ distanta dintre gene se masoardi in % de recombinare si 1% de crossing-over =1cM
(centiMorganida).
Cromozom  Cromaozom & . c e : : :
matem  patam In 1901.1dent1.m ai cromozomllor omologi supt .dISPl.lSC
A. ] + heterozigot Aa  SSNC Cu aceiasi functie - gene alele, iar genele cu loci diferiti in
Bg b heterozigot Bn  acelasi cromozom sau cromozomi diferiti se numesc gene
nealele.
Daca individul este purtator de alele identice este numit
homozigot, dar daca genele alele sunt diferite — heterozigot.
™ b hetrozigot D Fiecare pe.rsoané poart? circ?a 30 000 perechi de gene,
J ¢ homozigot ee dupa unele perechi este homozigot, iar dupa altele heterozigot,

IC homozigot CC

oo o
1] e
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Cromozomi omologi
Repartizarea genelor pe cromozomi este neomogena:

- sunt cromozomi bogati In gene si cromozomi saraci in gene;
- sunt fragmente de cromozomi cu o densitate mare de gene si cu densitate redusa.

Unele gene au o singurd copie, altele gene au mai multe copii si formeaza familii repetitive (in
tandem sau pe diversi cromozomi) sau nerepetitive de gene.

Genele de pe un cromozom, ce sunt localizate foarte aproape una de alta formeaza haplotipuri,
care deseori au elemente reglatoare comune.

Genele localizate pe autosomi determina caractere autozomale ce se transmit de la parinti
indiferent de sex, iar genele localizate pe gonosomi determina caractere sex-lincate ce se transmit
dependent de sex:

- genele si caracterele X-lincate se transmit de la mama si fiicelor si fiilor, iar de la tatd numai
fiicelor;
- genele si caracterele Y-lincate (holandrice) se transmit exclusiv din tata in fiu.

HARTILE GENETICE
Genomul celulei include doua sisteme de gene cu mod de organizare si mostenire diferite:
genomul nuclear si genomul mitocondrial.

In nucleul celulelor umane se contin circa 30000 perechi de gene, care sunt repartizate de-a
lungul a 46 molecule de ADN, care corespund celor 46 cromozomi din setul diploid.

Fiecare cromozom contine in medie 1-2000 de gene. Genele sunt dispuse liniar in cromozom,
una dupa alta, fiind separate prin secvente necodificatoare (ADN-satelit, spaceri). Genele unui
cromozom se transmit de la o generatie la alta, in bloc, fenomen numit inlantuire genica sau linkage.
Fiecare cromozom reprezintd un grup de inlantuire.

Genomul mitocondrial este organizat sub forma ADN inelar, contine 37 gene aranjate compact $i se
transmite pe linie materna.

Astfel, la om sunt 25 de grupuri de Inlantuire:
— 22 grupuri ale autosomilor;
— un grup al cromozomului X;
— un grup al cromozomului Y;
— un grup — genele ADN-ului mitocondrial.

68



| e
Cromozom 1 2 3 4 5 6 7 8
Nr. gene 3511 2368 1926 1444 1633 2057 1882 1315
Lungimea, Mb 250 243 198 191 181 171 159 146

[ I [I I a ] ]

R
Cromozom 9 10 11 12 13 14 15 16
Nr. gene 1534 1391 2168 1714 720 1532 1249 1326
Lungimea, Mb 141 136 135 134 115 107 103 90

I L ] 0 i ) “ )

| | ) ) i i |
Cromozom 17 18 19 20 21 22 X Y
Nr. gene 1773 557 2066 857 450 855 1672 429
Lungimea, Mb 81 78 59 63 48 51 155 59

Fenomenul de linkage se manifesta numai in cazul genelor plasate pe acelasi cromozom, in timp ce
pentru genele plasate pe cromozomi diferiti transmiterea ereditard a genelor se face independent,
mendelian.

Studiul mecanismului de transmitere ereditard a ardtat ca nu intotdeauna genele ce fac parte din
acelasi grup linkage se transmit inlantuit. Exceptiile sunt explicate prin posibilitatea recombindrii intre
cromozomii omologi — crossing-over, care are loc in meiozi. In timpul crossing-overului are loc
schimbul reciproc de gene alele intre cromozomii pereche - cromozomii omologi.

Frecventa crossing-overului este diferita pentru diversi loci, variazd de la 0% la 50% si este

/o R N Tnerucigarea { *
2 4 \ am _)|u@‘-u 2 f 4
| >
\ @ y /] Sinapsa \ 3 3
4 4 ey ‘4 k)

Mecanismul recombinirii intre cromozomii omologi — crossing-overul

corelatd cu distanta dintre gene. La valori de peste 50% nu se mai considera o recombinare, ci 0O
segregare independenta.

Pe baza observatiei cd intre genele foarte apropiate probabilitatea aparitiei chiasmelor si
respectiv a fenomenului de crossing-over este mica, iar intre genele mai indepartate creste spre limita
superioard de 50%, determinarea frecventei recombindrilor genice in procente constituie modalitatea de
stabilire a localizarii genelor pe cromozom si, respectiv, a alcatuirii hdrtilor genetice.
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Hartile genetice se alcatuiesc tinand cont de fenomenul de linkage, crossing-over, plasarea
liniard a genelor pe cromozomi, etc. Aceste harti constituie o reprezentare graficd a cromozomilor si a
genelor care alcatuiesc diferite grupe de linkage, gene situate pe cromozomi la distante relative,
exprimate in procente de recombinare (1% de crossing-over = 1 cMorganida (1cM)).
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Variante posibile de zigoti

Mostenirea inldntuita completa si incompleta.
Formarea zigotilor nerecombinati (NR) si a celor recombinati (R) -
produsi ai crossing-overului

In prezent, datorita tehnicilor de genetici moleculara, s-au elaborat hdartile fizice ale
cromozomilor cu distributia exacta a genelor pe cromozom, iar marimea genelor si distanta dintre ele se

prezinta in perechi de nucleotide (pn).

Stabilirea unor relatii (grupe) de inlantuire intre
gene si, deci, caractere este foarte importanta in
genetica medicala. Se urmareste transmiterea
unor caractere patologice in comun cu un
caracter normal.

Caracterul normal serveste ca  marcher
(indicator) a unei patologii si este important in
special pentru bolile ce apar pe parcursul vietii.
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Exemple de grupe de inlantuire:

- ABO si xeroderma pigmentosum (XP);

- grupa sanguind Duffy si cataracta congenitala;

- grupa sanguind Lutheran, statusul secretor si miopatia;
- grupele MNSs si dentinogenesis imperfecta-1 (DI-1);
- grupa sangvina Xg si hemofilia A (HEMA), hemofilia
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Rh si1 eliptocitoza (eritrocite cu forma ovald);

B (HEMB), daltonismul (Dalt); etc.



MUTATIILE GENICE

Mutatiile genice pot interesa genele de structurd sau secventele implicate in reglare: in primul
caz se modifica structura (calitatea polipeptidului sintetizat dupa informatia genei), in al doilea caz se
schimba ritmul (cantitatea) sau tipul de proteind sintetizatd. Ca rezultat al mutatiilor genice, se produc
forme alternative ale genei, numite alele.

Clasificarea mutatiilor genice:
A. Dupa cauza produceii:
a. Spontane
b. Induse de factori mutageni
B. Dupa tipul de celule afectate:
a. Generative
b. Somatice
C. Dupa numarul de celule mutante:
a. Omogene
b. In mozaic
D. Dupa origine:
a. Mostenite
b. De novo
E. Dupa mecanismul de producere:
a. Punctiforme
b. Deletii nucleotidice
c. Insertii nucleotidice

d. Dinamice
F. Dupa genomul implicat:
a. Nucleare

b. Mitocondriale
G. Dupa regiunea genica afectata:
a. Codante
b. Reglatoare
c. Modulatoare
H. Dupa consecinte in sinteza proteinelor:

a. Amorfe
b. Hipomorfe
c. Himermorfe
d. Neomorfe
e. lzomorfe
I. Dupa consecintele fenotipice:
a. Neutre

b. Adaptive, evolutive
c. Semiletale, patologice
d. Letale
J. Dupa tipul de transmitere genealogica:
a. Dominante
b. Recesive
c. Codominante
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Mutatiile genice se pot produce prin:
- alterdri ale secventei nucleotidice - prin substitutie, inversie, deletie, insertie de nucleotide;
- recombindri intragenice §i Crossing-over inegal;
- reversie;
- duplicatii si hiperduplicatii.

Substitutia unui singur nucleotid prin alt nucleotid este cea mai frecventd posibilitate de
modificare genica. Substitutiile sunt definite mutatii punctiforme si se clasifica in:
v’ transversii - tip de inlocuire (substitutie) a bazelor azotate in care o bazd azotatd purinica este
inlocuita de o baza pirimidinica sau invers.
v’ tranzitii - tip de inlocuire (substitutie) a bazelor azotate din ADN, in care o bazd purinica este
inlocuita de o alta baza purinica sau o baza pirimidinica este Inlocuitd de alta baza pirimidinica.

T=A G<=A
TG T<=C
CA
C<>=6G

Substitutia duce la modificarea unui singur codon (sens sau nonsens). Schimbarea unui codon sens

va determina unul din urmatoarele efecte:

- schimbarea aminoacidului ca rezultat al modificarii codonului —mutatii misens;

- oprirea sintezei proteinei, In cazul in care codonul format prin substitutie este un codon STOP
(UAA, UAG si UGA) —mutatii nonsens;

- pastrarea structurii initiale (normale) a proteinei deoarece codonul rezultat prin substitutie este
“sinonim” cu cel modificat — samesens mutatii.

CAU UAG L s s 4 s 6
GAU (Hig (Stop) UAA Val His Len Tre Pro Glu Glu
(Asp) / (Stop) ‘ ‘ c AU‘ ‘ ‘ ‘CI}AG‘ GAG‘ T
AAU UAU UAC dir NVal
(Asn) / (T yr)\ (Tyr) Hb Tokuichi Hps|GUG .
GGG |G
uuu uGu Lis
(Phe) ycU (Cys) oz

(Ser)

Substitutia poate implica uneori si un codon non-sens sau stop: UAA sau UAG pot deveni CAA sau
CAG, codoni care semnifici glutamina. In acest caz sinteza polipeptidului continui pani la un nou
codon stop. Un exemplu de “elongatie a catenei” il constituie o altd Hb anormala — Hb CS (Hb Constant
Spring) — a carei catend alfa are 172 aminoacizi in loc de 141; secventa aditionala de 31 aminoacizi
incepe intr-adevar cu Glutamina.

Substitutia poate interesa doi sau chiar mai multi aminoacizi distincti, separati, din catena unui
lant polipeptidic . De ex: Hb C-Harlem = 2 alfa 2 beta ° Glu—Val; 73 Asp—Asn.

Inversia va duce la modificarea unui codon si lectura sa in sens invers. Consecintele inversiei
sunt aceleasi ca si ale substitutiei.

Prin deletie se intelege lipsa a una sau a mai multe perechi de nucleotide din molecula de ADN.

Natura anomaliei produse va depinde de numarul de perechi de nucleotide implicat in deletie. Daca
lipseste o singura pereche de nucleotide se produce o decalare a fazei (cadrului) de lectura a codului
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genetic (mutatii “frame shift”); lectura este incorectd si se sintetizeaza o proteind in care toti
aminoacizii, situati dincolo de locul deletiei, vor fi modificati (ex: Hb Wayne).

Daca numarul de nucleotide deletate este multiplu de trei, atunci in catena polipeptidica
determinata de gena mutanta vor lipsi unul sau mai multi aminoacizi (in Hb Gun-Hill sunt absenti cinci
aminoacizi din catena beta: 91-95) Uneori se poate realiza deletia completd a unei gene. In alfa-
talasemii nu se produc catenele alfa ale hemoglobinei pentru ca gena corespunzatoare lipseste din
genom, in locul lor se sintetizeaza alte tipuri de lanturi: de ex: Hb H=4 beta sau Hb Bart=4 gama.

Insertia sau aditia Inseamnd introducerea unui nucleotid In secventa unei gene; din punctul de
insertie lectura codonilor se va face decalat, realizandu-se o proteina cu secventd anormala.

..CUGCUGCUGCUG...
Leu-Len - Leu - Lew

Aditia unei
Adenine

[ I I 1T 1
.CUGCAUGCUGCUG...
Leu - His - Ala - Ala

Crossing-overul inegal se poate produce daci nu are loc o imperechere perfectd a omologilor. In
rezultatul CO inegal se produce o rearanjare a secventelor ADN si deci o modificate a structurii
polipeptidelor codificate de aceste secvente (ex. Hb Lepore).

Crossing-over
inegal

111111111 rrsssssss  —
Lepore

Reversia (mutatia supresiva) este o mutatie care intereseaza o alta mutantd, determinand
revenirea la fenotipul normal (salbatic). Reversia adevarata transforma codonul mutant in normal, iar
reversia numitd supresivd produce o a doua mutatie, diferitd ca pozitie ca prima dar care corijeaza
efectul ei.

Ex. Hb. Harlem prezintd prima mutatie in catena beta
transformare a hematiilor n “secera” este anulat de 0 a doua mutatie: beta
in cazul Hb Memphis/S: alfa 2* € —6": petg 6 Gl V4!,

6 GlVal ca si Hb S dar efectul ei de

73 ASpAN i o
3ASP—ASN Situatia se repeta si

73



Consecintele mutatiilor genice. Efectul primar al mutatiilor genice il reprezintd modificarea
secventei aminoacizilor in moleculele polipeptidice, sintetizate pe baza informatiei acestor gene (ele
sunt produsul primar al genei respective). Efectul biologic al acestei modificari depinde de tipul
aminoacidului substituit s1 de locul sdu particular in molecula polipeptidica. Daca mutatiile vor
modifica structura sau ritmul de sinteza a unei enzime, atunci se produce o alterare (bloc complet sau
partial) a unei cdi metabolice. Efectul primar este urmat de o multime de efecte secundare care vor
determina un fenotip modificat.

Gena normala Mutatie amorfa Mutatie neomorfa Mutatie hipermorfa
(blocarea transcriptiei) (schimbarea secventei ADN) (intensificarea ratei de transcriptie)

P Secventi codificatoare T i‘ \/
N\ [A) ‘

A
ARN m normal ARNm mutant
l LipssARNS l Supraprodus de ARNm
e o o , 0. g% o o g
Proteind normala
Lipsa proteinei Proteind mutantd ‘. P .‘
l l Supraprodus de proteina
Fenotip normal Fenotip anormal Fenotip anormal Fenotip anormal
prin deficienta prin produs nou prin exces de
produsului proteic al genel produs proteic

Relatiile dintre mutatiile genice si fenotip

Mutatiile pot afecta partea reglatoare sau partea codificatoare a genei. Modificarea secventei
nucleotidice a promotorului poate duce la schimbdari cantitative in sinteza ARN si proteinei:
- Dblocarea transcriptiei — lipsa produsului proteic — modificari fenotipice prin deficienta (de ex.,
fenilcetonuria, intoleranta la zaharoza);
- activarea continud a transcriptiei — sinteza unei cantitdti mari de produs proteic — modificari
fenotipice prin exces (de ex., sinteza in cantitati mari a HbF si HbA2 duce la hemoliza si
anemie).

Modificarea secventei nucleotidice a regiunii codificatoare, in special a exonilor, poate duce la
schimbarea mesajului genetic si secventa de aminoacizi din proteind, producand schimbari calitative in
sinteza produsului final:

- sinteza unei proteine cu o activitate scazuta (mutatie hipomorfa);
- sinteza unei proteine cu o activitate exagerata (mutatie hipermorfa);
- sinteza unei proteine inactive (mutatie amorfa).

Dupa valoarea adaptivd si consecintele mutatiilor genice asupra structurii si functiei
organismelor ele se pot imparti in mai multe grupe:

- mutatii neutre — care produc polimorfismul biologic intraspecific, variantele normale (de ex.,
grupele sanguine, serice sau tisulare);

- mutatii deviante (defavorabile) care antreneazd un handicap mai mult sau mai putin sever si
creeaza fie o stare de boald, fie o predispozitie la boald; unele dintre ele sunt mutatii letale sau
subletale, afectand decisiv viabilitatea si reproducerea individului;

- mutatii evoluante cu valoare adaptivda mai mare ca normalul; ele produc indivizi mai bine
adaptati, mai rezistenti la mediu.
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MUTATII DINAMICE

In 1991 s-a descoperit o noui clasi de alterari ale ADN, diferite de mutatiile clasice, mutatiile
dinamice. Ele sunt reprezentate de cresteri ale numarului unor repetari trinucleotidice situate in
proximitatea sau chiar in interiorul genelor structurale. Mutatiile dinamice sunt caracterizate de
instabilitate, exprimatda prin cresterea numarului de copii ale unitatilor trinucleotidice, cu ocazia
diviziunilor pe care le realizeaza celula purtatoare.

Genn FMR1 CcLINIC

60 CCG
I = S
\ TN N A ARNm
60 - 230 CCG
'lll.l'.l Proemututic Normal
N SN /A ARN
. g . s

. Slmptome
Mlltatl cllnll:nn
’ BO% retard
montal,
munoroorhidie,
displaxin
tosuturilor
conjuactive

Existd variatii ale numarului de repetari trinucleotidice:

- polimorfisme ADN benigne;

- premutatia — secventa de ADN devine instabila, dar nu determind un fenotip patologic;

- mutatia completd - prin expansiunea repetarilor trinucleotidice determinand fenotip
patologic.

Purtatorii premutatiilor sunt fenotipic normali. Expansiunea repetarilor are loc in gametogeneza.
Astfel unii din gametii purtatorilor sdnatosi vor contine mutatia completd, care la descendenti va
produce un fenotip patologic. In gametogeneza ultimilor, din cauza instabilitatii acestor repetari, vor
aparea expansiuni aditionale, care la urmatoarea generatie va produce un fenotip patologic mai grav
(=fenomenul de anticipatie).

Frecventa (rata) mutatiilor
Frecventa medie cu care se produce un eveniment mutational particular, per celuld (sau individ)
s1 per generatie se numeste ratd de mutatie. Rata mutatiilor sgontane variazad pentru diferiti loci, Intre
anumite limite: 1:25000 (sau 4x107°) — 1:1000000 (sau 1x10™) per gamet si generatie. Exista variatii
regionale.

- 1-2% din persoane au un efect determinat de mutatia
unei gene;

- fiecare individ este heterozigot (purtdtor) de circa 6- ’g 5
10 gene recesive; z 3
- fiecare individ este heterozigot (purtdtor) de circa 3-5 N §n

gene letale tot recesive (care daca vor fi in stare
homozigota la descendenti vor produce moartea lor)

75



CURS 9
TEHNICI DE ANALIZA A GENELOR

Tehnologia ADN recombinant a creat premisele dezvoltarii unor metode de diagnostic
molecular dotate cu capacitate de rezolutie, grad de precizie si nivel informativ net mai superioare celor
ale metodelor conventionale. Superioritatea absoluta a abordarii moleculare rezulta insa din faptul ca
spre deosebire de toate celelalte metode de diagnostic, limitate la determinarea exclusiva a trasaturilor
fenotipice, - analiza ADN, destinatd nemijlocit studiului genotipului este singura in masura sa
obiectiveze alterarile primare (mutatiile) care se fac direct responsabile pentru starea de boala.

Tehnicile ADN recombinant permit identificarea genelor normale si/sau a variantelor lor
mutante, stabilirea purtatorilor de gene mutante, diagnosticul prenatal sau presimptomatic al
patologiilor genetice, iar in viitorul apropiat apare posibilitatea dezvoltarii terapiei genice.

Studiul molecular al genelor poate fi realizat pe mai multe cai in dependenta de scopul propus:

- secventierea ADN pentru determinarea structurii primare a genei;

- tehnica Southern-blot pentru identificarea RFLPs;

- tehnica Northen-blot pentru determinarea expresiei genelor (analiza ARNm);

- tehnica Western-blot pentru determinarea produsului proteic al genei;

- tehnica PCR pentru identificarea genei normale sau mutante, prin amplificarea specifica a
secventelor de ADN, etc.

In laboratoarele de biologie moleculari se utilizeaza diverse variante ale metodelor mentionate. Toate

aceste metode se bazeaza pe diferite principii de manipulare a acizilor nucleici:

- clivarea specifica a ADN-ului genomic pentru obtinerea fragmentelor de cercetat;

- identificarea fragmentelor de ADN sau ARN de cercetat prin hibridare cu sonde specifice
complementare secventei {inta;

- identificarea genelor normale sau mutante prin procesul de amplificare specifica a ADN (PCR)
— reactie specificata de alegerea primerilor complementari genei / secventei de interes;

- vizualizarea fragmentelor de interes dupa rezultatele electroforezei si marcarea specifica al ADN
sau ARN de cercetat, sau utilizandu-se programe computerizate de citire i interpretare a
rezultatelor;

- interpretarea rezultatelor este un proces complex, legat de fiecare tehnica si procedura in parte in
concordanta cu particularitatile metodei utilizate.

STUDIUL GENELOR
! | I

analiza ADN analiza ARN analiza _
proteinei

secventiere Northern-blot 2

RT-PCR secventiere
Southern-blot S Western-blot
PCR hibridare in-situ

hibridare in-situ

Pentru separarea fragmentelor de acizi nucleici se utilizeaza electroforeza in gel de agaroza sau de poliacrilamida.
Purtand sarcina negativa, moleculele acizilor nucleici migreaza in campul electric, iar viteza de migrare depinde
de greutatea moleculard a fragmentelor cercetate - fragmentele mai scurte migreazd mai rapid, in timp ce
fragmentele lungi migreazd mai lent. Pentru determinarea dimensiunilor fragmentelor de acizi nucleici,
concomitent cu fragmentele de interes sunt supuse electroforezei in trecuri vecine si fragmente-marker ai
lungimii. Moleculele acizilor nucleici pot fi vizualizate in gel prin colorare cu agenti chimici, marcare radioactiva
sau fluorescenti. In cazul marcirii radioactive fragmentele se identifici cu ajutorul autoradiografiei care consti
in suprapunerea gelului cu un film fotosensibil.
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SECVENTIEREA ADN

Secventierea consta in determinarea succesiunii nucleotidelor (bazelor azotate) dintr-un anumit
segment al moleculei de ADN. Analiza secventei bazelor azotate din structura ADN poate fi realizata
prin doua cai: 1) calea chimica (Maxam-Gilbert), in care se folosesc reactiile chimice de clivare a
ADN-ului 1n baze individuale, dar fiind o metoda complicata si laborioasa, in ultimii ani nu se mai
utilizeaza; 2) calea enzimatica (Sanger) in care ADN-ul este sintetizat in vitro pe baza matritei ADN
studiat, in asa fel incat reactia se termina specific in pozitia care corespunde unei baze anumite. Pentru a
determina o secventd de nucleotide pe una din caile mentionate, ADN-ul este supus seriei de patru
reactii separate, fiecare reactie fiind specificd pentru una din baze. Prin electroforeza produsii de reactie
vor migra in patru curse paralele, pe acelasi gel. Urmarind banda cu banda, poate fi identificata ordinea
nucleotidelor in ADN.

S GCATATGTCACTCCAG 3' ADN
3+ CGTATACAGTCAGGTC 5 bicatenar
|
3 CCTATACAGTCACGGTC 5' ADN monocatenar
= [GCAT] 3"

Primer marcat + ADN-polimeraza
+dATP, dTTP, dGTP, dCTP

| daaTP |daTTP | aacTP |adGTP
[CTATA [GCATIAT [GCATIATGTC GCATIATG
GCATIATGTCA [CCATIATGT [GCATIATGTCAGTC [GCATIATGTCAG

[GCATIATGTCAGTCCA [GCATIATGTCAGT [GCATIATGTCAGTCC [CCATIATGTCAGTCCAG

| i '

— G
ac— A
— c
— c
— T
— G
em—— A
— c
— 3
— 4
— Y
— A <
AT C G

Tehnica Sanger (dideoxi) utilizeaza sinteza enzimaticd a unei catene, complementard cu o
matritd clonati. In cadrul acestei proceduri sinteza este stopati prin incorporarea unui di-
deoxinucleozid trifosfat - un analog al dezoxiribonucleotidelor. Dideoxinucleozidtrifosfatii contin in
pozitia 3' grupa —H, dar nu grupa —OH care impiedica polimerizarea nucleotidelor. Folosind patru
analogi dedeoxi diferiti in timpul sintezei catenei noi de ADN, se poate de identificat fiecare nucleotid
normal din catena matrita. Electroforeza fragmentelor obtinute permite stabilirea ordinii nucleotidelor
in molecula de ADN. In ultimii ani se utilizeaza o metoda automati de secventiere, bazati pe metoda
dideoxi.

In scopuri de diagnostic a purtitorilor de gene normale sau mutante se compari rezultatele
secventierii cu datele structurii primare normale a genei din bibliotecile de ADN. Spre regret, nu se
cunoaste incd secventa tuturor genelor umane, de aceea in diagnostic se utilizeazd metode indirecte:
inlantuirea cu marcheri genetici apropiati (repetitii hipervariabile de ADN mini- §i microsatelitic),
determinarea situsurilor de restrictie caracteristice genei date, hibridarea cu sonde alel-specifice etc.

TEHNICA SOUTHERN-BLOT
Tehnica Southern-blot se bazeaza pe analiza specificd a unor fragmente de ADN genic/genomic
obtinute prin sectionarea ADN-ului genomic cu una sau mai multe enzime de restrictie. Tinand cont ca
enzimele de restrictie nu actioneaza la intamplare asupra ADN-ului, dar cliveaza ADN-ul bicatenar
numai in anumite situsuri de restrictie, la utilizarea unei enzime de restrictie se obtin fragmente de ADN
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bicatenar cu o lungime diferitd (numarul si

restrictie pentru enzima utilizata).
A0 secventd de ADM a persoane ¥

SR Haglll

lungimea fragmentelor de restrictie depind de harta de

SRI—IE'E?E'HI

AGCCTAC TGO CATGEATCCTTACEGECTACATGET
TCGGATGCAACCG GTACCTAGGAATG

+Iden1'rfil:area SR, clivarea ADN

CGGATGTACGA

AGCCTACGTTGE CCGCATGGATCCTTACGG — GOTAGATGCT
TCOCATECAACE OGOGCGTACCTAGGAATECE  GGATGTACGA
FR1x FRZx FREx x 7
B. 0 secyenta de ADN apersoanei Z; SR Haell ropb| __ _+
AGCCTACGTTAGCECGCATGOATCCTTACGECCTACATGET 1oee) =
TCGGATGCAATCGGCETACCTAGCGAATACCEEATGTACGA 18pb| —
+Idemiﬁcarea SR clivarea ADN
30pb _—
AGCCTACCTTAGCCGCATGGATCCTTAGEE  GCTACATGCT
TCGGATGCAA TCGGCGTACCTAGGAATGCC GGATGTACGA _
FRi1z

Luand in calcul polimorfismil ADN / polimorfismul genic determinat de mutatii punctiforme, ne
putem da seama ca hartile de restrictie la diferite persoane se pot deosebi. Diferentele dintre hartile de
restrictie obtinute de la doi indivizi este numitd Polimorfismul Lungimii Fragmentelor de Restrictie
(RFLP — Restriction Fragment Lenght Polimorphism). Acest polimorfism poate fi folosit ca marcher

genetic in evaluarea genotipului.

Pentru analiza RFPLs a unor gene e
necesar sa se cunoasca localizarea specifica a
situsurilor de restrictie. Aceastd informatie e
pentru compararea genelor normale cu genele
mutante, pentru identificarea precoce a
purtatorilor de gene mutante patologice.
Tehnica Southern-blot se bazeaza pe
principiul RFLPs si vine cu o solutie destul
importantd pentru identificarea fragmentului
interes din amestecul de mii de fragmente
diferite obtinute prin digestia specifica a
ADN-ului genomic. Identificarea secventei —
se face pe baza hibridarii ADN-tinta cu o
sondd complimentara, radioactiva dupa
transferul fragmentelor de ADN de cercetat
suport solid -_tehnica Southern-blot (de la
numele inventatorului Edward Southern).

{l) Hartile de restrictie ale doua alele D gi d.

L 2kb of 3kb o i
j\dg‘- Alela D utila
SR SR SR
J‘ 5 kb g
—— . s O
SR SR
() Rezultatele electoforezei a FR la trei persoane cu genotip diferit. de
M DD Dd dd de
Tkb —
tinta
5 kb — _——
3 kb — — —
— — S— pe un
1kb —

Tehnica Southern-blot consta din urmatoarele etape:

(1)
(2)
3)
(4)
()
(6)
(7)

extragerea din celule a ADN-ului genomic cu greutate moleculara mare;

digestia enzimatica a ADN-ului cu diferite ER, fiecare producind fragmente de lungime diferita;
separarea fragmentelor de restrictie prin electroforeza in gel de agaroza,

denaturarea fragmentelor bicatenare cu o solutie alcaling;

transferul capilar al fragmentelor de ADN pe membrane filtre de nailon sau nitroceluloza;
hibridarea cu sondele monocatenare radioactive;

autoradiografia pentru vizualizarea hibrizilor ADN tintd - ADN sonda si interpretarea rezultatelor.
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Etapele tehnicii Southern-blot

Datoritd tehnicii Southern-blot se poate determina prezenta sau lipsa unor situsuri de restrictie

caracteristice genei analizate care se asociaza cu anumite mutatii:

- detectarea mutatiilor punctiforme ce implica situsurile de restrictie (dispar sau apar noi situsuri de
restrictie), care se evidentiaza prin modificarea numarului si lungimii fragmentelor de restrictie;

- detectarea mutatiilor prin deletii, duplicatii sau insertii ale unor fragmente polinucleotidice mai mari de
50-100p.b., care se evidentiaza prin modificarea lungimii fragmentelor de restrictie;

- acestea permit diagnosticul prenatal sau presimptomatic al mutatiilor patologice si depistarea
purtatorilor heterozigoti de gene mutante.

Metoda Southern blot are si limite: (1) nu permite detectarea mutatiilor punctiforme sau
microdeletiilor la nivelul secventelor de ADN dintre situsurile de restrictie; (2) este laborioasd,
complexa si scumpa.

TEHNICA NORTHERN-BLOT

Metoda Northern-blot consta in transferul moleculelor denaturate de ARN pe filtre de nailon sau
nitroceluloza, urmat de hibridarea cu sonde marcate. Aceastd metoda este similara tehnicii Southern-
blot cu deosebirea ca ARNm extras si purificat nu este supus scindarii cu enzime, iar electroforeza
decurge in conditii de denaturare. Tehnica Northern-blot permite identificarea transcriptilor genelor
analizate, cantitdtii de ARNm, stabilirea lungimii lor.

TEHNICA WESTERN-BLOT
Aceastd metoda consta in identificarea unei proteine specifice din amestecul de proteine celulare.
Pentru aceasta, proteinele sunt separate prin electroforeza in conditii de denaturare. Proteinele separate dupa
greutatea moleculara sunt transferate pe filtre de nailon sau nitroceluloza si supuse tratarii cu anticorpi specifici
marcati radioactiv sau fluorescent. Prin aceastd metodd se poate identifica prezenta/lipsa proteinei,
dimensiunile ei, rata de expresie a genei.
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TEHNICA PCR IN ANALIZA GENELOR
Tehnica PCR poate fi utilizata pentru multiplicarea selectiva a unei secvente de ADN genic. Ca
rezultat, se obtin populatii omogene de fragmente care pot fi utilizate in studiile de geneticad moleculara
sau 1n diagnostic.

1 | s
2 & =
: : /|
e - ' vADNgenomici‘ /l,
’ J s . Jprimeri pentu gena tinta
/ . = ¢ vTag-polimeraza I e
el ssolutie-bufer pentru PCR 7O - 1min
FCR TERMOCICLOR

Extragerea ADN Pregatirea componentelor Amplificarea ADN-tinta
pentru PCR
4+ 54 6
Electroforeza Vizualizarea Autoradiografia gi interpretarea
produsilor PCR produsilor PCR rezultatelor

Etapele analizei PCR

Pentru a realiza amplificarea unei secvente este necesara cunoasterea structurii genei normale
sau mutante si sinteza primerilor specifici complementari capetelor fragmentului de interes. Primerii
reprezintd secvente oligonucleotidice monocatenare de 20-30 baze care sunt obtinute prin sinteza
artificiald. PCR se bazeaza pe hibridarea ADN tinta - primer §i replicarea semiconservativa a ADN.

Avantajele tehnicii PCR sunt urmatoarele: necesitatea cantitdtilor mici de ADN, rapiditatea ei
(in cateva ore se obtin milioane copii de ADN), iar specificitatea primerilor permite amplificarea
selectiva a ADN si, de mentionat ca, produsele de amplificare pot fi utilizate in calitate de sonde pentru
hibridari in alte tehnici.

Aplicatiile practice ale tehnicii PCR:

- detectarea mutatiilor cunoscute la bolnavi si purtatori, in diagnosticul prenatal si presimptomatic al
bolilor ereditare;

- determinarea genelor de predispozitie la bolile comune (coronaropatii, boala hipertonica, tulburari
psihice etc.);

- diagnosticul precoce si evaluarea pronosticului bolilor canceroase;

- determinarea prenatala a sexului;

- identificarea agentilor patogeni (virusi, bacterii);

- dactiloscopia genomica 1n identificarea persoanelor, analiza filiatiei (paternitate, maternitate);

- tipizarea HLA.
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Secvenia normaka Secvesga normala
ATEGACTUALC COATRCTTE SRS T L
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Jrew rem
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TAMCCTGALTERGTACLANCE Wax IIE P T2

(A) Amplificarea wre loc (A) Frodase de meplificare normmle -

Secvests gt 1 cu deletin

0
ATCOACTEACCCATRCTT AL
TACCTGAMTORGTACOAATG

. l PCR .
» Eletuofinem
ATGEACTGADCCATGLUTIAL profursie PUN

ATGOACTEAUCEATOUTTSE =

TACCTGACTOCGTACGAATG
.

(B) Amplificaren s are loc (B) Produse de smplificare mal scurte

Utilizarea tehnicii PCR pentru identificarea mutatiilor Utilizarea tehnicii PCR pentru identificarea deletiilor
punctiforme cu primeri specifici pentru gena normali

Hibridarea in situ

Hibridarea in situ reprezintd o tehnica moleculara, in care o sonda specifica marcata poate
identifica direct pe preparatele celulare:
(1) o gena pe un anumit cromozom sau fragment de cromozom;
(2) un ARNm intr-o celuld particulara sau tesut;
(3) numarul moleculelor de ARNm in dependenta de perioada ontogenetica sau tip tisular;
(4) ADN viral;
(5) deletiile cromozomiale submicroscopice;
(6) genele responsabile de producerea cancerului, localizarea si nivelul lor de expresie.

In ultimii ani se utilizeaza metoda FISH (Fluorescence In Situ Hibridization) care utilizeaza
sonde fluorescent marcate. Metoda FISH este simpla, poate fi aplicatd pe preparate celulare arhivate,
este rapida, nu modifica morfologia celulelor.

marcate cu ADN

l Hibridarea probei
cromozomial

Vizualizarea la

Prepararea frotiului cu Denaturarea ADN
P —

cromozomii metafaziei cromozomial mmruscupulu cu
fluorescenta

Tehnica FISH
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CURS 10
CARACTERE EREDITARE
RELATIA GENOTIP - FENOTIP

Definirea biologica a unui individ este determinatd de ansamblul unor caractere morfologice,
fiziologice, biochimice, psihice si comportamentale — fenotipul, controlate de actiunea, in diferite proportii,
a factorilor ereditari si a celor de mediu. Sistemul de gene din setul diploid de cromozomi al unui individ,
care determind formarea unui anumit fenotip se numeste genotip. Caracterele, la formarea carora genotipul
participa intr-o proportie mai mare de 50% poarta denumirea de caractere ereditare. Caracterele ereditare
pot avea determinism monogenic sau poligenic (multifactorial).

CARACTERISTICA GENELOR ALELE SI NEALELE

Genele alele sunt localizare in loci identici pe cromozomi omologi si controleaza acelasi
caracter sau forme alternative ale aceluiasi caracter. Genele alele se pot prezenta in mai multe forme
moleculare diferite — polialelism, dar in genotip, la o persoand, sunt prezente numai doua alele — 0
pereche (exceptie - pe. cromozomn X si Y la barbati este prezenta doar o alela pentru fiecare gena).
Fiecare individ poarta circa 30 mii perechi de

Pdrinte diploid ;L{\ \Aa gene alele, dupd unele este homozigot - purtitor de
= f gene alele identice, dupa altele este heterozigot -
: purtator de gene alele diferite si hemizigot dupa
l inberfaza genele inlantuite cu cromozomul X la barbati. In cazul
Pl heterozigotiei se manifesta alela cu o activitate mai
[ E==2 \aa mare (gena dominantd) fata de a doua (gena
== / recesivd). Astfel sunt alele:
T~ I ' - cu activitate moderata - normomorfe;
l Meioza | l - cu activitate marita — _hlpermorfe;
o A5 oL TE - cu activitate mica — hipomorfe;
- ) Segregarea (= ) - neactive — amorfe;
lx A alelelor 197-‘ a - cu functie noud — neomorfe.
4 _Meiozall § & Manifestarea fenotipica a unei alele depinde si
() (- N (e (== dealte gene nealele si de factorii de mediu.
A T TS,
Gameti In timpul transmiterii: in meioza, genele alele

se separd in gameti diferiti — segregd, iar la fecundare se combina intdmplator formand diferite
genotipuri, determinand segregarea caracterelor ce reprezintd baza legilor eredititii mendeliene. Alelele
unui individ — una este de origine materna si alta de origine paterna. Individul homozigot produce
gameti identici dupd alela data, iar individul heterozigot produce gameti diferiti — 50% vor contine o
alela s1 50% vor contine cealalta alela.

Gene nealele sunt localizate in loci diferiti ai cromozomilor si, de reguld, controleaza caractere
diferite sau coopereazad pentru formarea unui caracter complex. Se manifesta fenotipic independent una
fata de alta sau interactioneaza determinate de:

o efectul pozitiei genelor dintr-un haplotip;

o epistazie;

o actiunea complimentara;

o poligenia aditiva.

Genele nealele se transmit:
- in bloc — inlantuit, daca se afld pe acelasi cromozom si formeaza grup de inlantuire, haplotipuri;
- independent, daca se afla pe cromozomi diferiti.
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Parinte diploid

S Parinte diploid | SE=== | AB
T AaBb \ 2= /ab
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e > a B A_. genelor nealele B a_
1 ' 5 AB “-——"ab
:E: \ ) / \ ::;)?\ / Meloza "
;1\ - —Q ab _QA Ab B —aB e . e
a P = ; o :
[ - ‘ / s ) e ( g i- } [ ‘)’ 153'» | I - -
\ \ — \ \ / ‘ / . a =V
=g e \sp iy G S A2 FI AB ——ab ~—P3b
Gena A se comblna cuBsaub Gameu
Genaase combind cuBsaub !
Combinarea independenti a genelor nealele Transmiterea inlidntuiti a genelor
din cromozomi neomologi localizate intr-un cromozom

CARACTERE MONOGENICE MENDELIENE

Caracterele monogenice sunt caracterele controlate de o singura pereche de gene alele (conform

,,dogmei genetice”: o pereche de gene — un caracter). Exemple de caractere monogeneice normale pot fi:
- grupele de antigene eritrocitare (ABO, Rh, MN, Xg, etc.);

- grupele serice (haptoglobine, transferine, etc.);
- grupele enzimatice;
- antigenii tisulari (HLA).
Caracterele monogenice reprezinta produsul interactiunii a doud alele, intre care pot exista relatii de
dominanta / recesivitate sau codominantd; se transmit mendelian si respecta legile monohibridarii.

Parin: Aa X Aa Parint: Aa x aa Parinti  AA x aa
Gameti: A a Aa  Gameti aa Gameti: A A a4
Copii: Ala Copii: ala Copii: ala
AlAA|Aa A|Aa|Aa AAajAa
a |Aa | aa 4 |2a |aa A lAa|Aa

Doar caracterul
3:1 1:1 dominant

Exprimarea fenotipica in populatie a caracterelor monogenice este de regula bimodald (de ex., 75%
din populatie are Rh+, iar 25% - Rh-). Unele caractere monogenice prezintd mai multe forme alternative —
polimorfisme — determinate de existenta alelelor multiple si/sau interactiunea cu alti factori ereditari sau
neereditari (de ex., mai multe variante de grupe sangvine dupa sistemul ABO — I [0], 1l [A; sau Az], 111 [B],
IV [A1B sau A;B)).

Caracterele monogenice pot fi atat normale (de ex., grupele sangune, grupele serice, antigenii

tisulari, etc.), cat si patologice (de ex., polidactilia, albinismul, fenilcetonuria, hemofilia, daltonismul, unele
forme ale displaziei smaltului dentar, etc.).
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DETERMINISMUL UNOR CARACTERE EREDITARE NORMALE

Caracterul Alele Localizare pe Relatiile dintre Genotipuri Fenotipuri
cromozom alele
Dominanta / DD, Dd Rh+
Factorul Rhesus D,d 1 recesivitate dqd Rh-
Gustitor G g 2 Doml.n;.mga/ GG, Gg Gustatcir
receslvitate gg Negustator
Dominanta / SeSe, Sese Secretor
Secretor Se, se 19 L
recesivitate sese Nesecretor
Dominanta / 00 0
recesivitate AAL, AlA;, A0 A (1)
Grupe sangvine A2Az, A0 A (1)
ABO 0, A, Az B 9 BB, BO B (1)
. AB AB (V)
Codominanta AB AB (IV)
Grupe sangvine MM M
i M, N 4 Codominanta MN MN
NN N
HplHpl Hpl-1
Haptoglobine Hpl, Hp2 16 Codominanta HplHp2 Hpl-2
Hp2Hp2 Hp2-2
Xg(at+)Xg(at),
. . - X +
)G(gupe sangvine iggf)) X 2221.1\1,?&2 / Xg(aH)Xg(a-), Xg(at)y | *9
Xg(a-)Xg(a-), Xg(a-)Y | Xg-

Unele gene au actiune unica (o gena — un caracter), altele — au actiune multipla, pleiotropa (0
gena controleaza formarea mai multor caractere).
GenaA ———————— < Caracterul A

——————— - Caracterul B1
GenaB +————————— -+ Caracterul B2

——————— -
efect pleiotrop Caracterul B3

In dependenti de capacitatea de manifestare fenotipica caracterele pot fi: dominante,
intermediare si recesive. Gena ce se manifesta atat la homozigoti cat si la heterozigoti se numeste aleld
dominanta (A), iar cea care se manifestd doar in stare homozigota — alela recesivi (a). Fiecare individ
este heterozigot pentru unii loci si este homozigot pentru altii. Intre genele alele pot exista mai multe
tipuri de relatii — interactiuni alelice:

- dominare completd — la heterozigoti se manifesta alela dominanta (de ex., indivizii DD sau Dd
prezinta Rh+, iar dd prezinta Rh-);

- dominare incompleta — la heterozigoti se formeazd un caracter intermediar (de ex., Hb Hb" —
hemoglobind normala — 100% eritrocite normale; Hb”Hb® — anemie forma usoard, 50% eritrocite
normale si 50% eritrocite in forma de secera; Hb’Hb® — anemie forma letald, 100% eritrocite in
forma de secerd);

- codominare — la heterozigoti se manifesta ambele alele (de ex., grupa sangvina IV — A;B sau A;B).

Manifestarea fenotipica a caracterelor monogenice poate fi influentata si de gene nealele din
acelasi grup de inldntuire sau din grupuri diferite — interactiuni nealelice:

- epistazia — fenomenul cand o genad (epistaticd) influenteaza activitatea unei alte gene nealele
(hipostatica). De ex., gena h in stare homozigotd blocheaza expresia genelor sistemului ABO —
fenotipul Bombay:
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o persoanele cu genotip HHBO sau HhBO prezinta antigeni B pe eritrocite, iar
o persoanele cu genotip hhBO nu prezinta antigeni B pe eritrocite.

- actiunea complementard a genelor — pentru formarea unui caracter coopereazad diferite gene prin
actiunea concomitentd a produsilor lor (de ex., hemoglobina A este rezultatul expresiei genelor a-
globinei de pe cromozomul 16 si B-globinei de pe cromozomul 11);

- efectul pozitiei - activitatea unei gene este influentatd de alte gene sau secvente invecinate;
modificarea secventelor invecinate pot duce la inhibarea sau activarea defectiva a genei.

Genotipul se afla sub influenta diferitor factori genetici sau negenetici, interni sau externi ce pot
influenta capacitatea de manifestare fenotipica a genei:

- penetranta — reprezinta frecventa cu care o gena se manifestd fenotipic la indivizii heterozigoti;
penetranta poate fi completa (toti heterozigotii prezinta caracterul dominant) sau incompleta (doar o
parte dintre heterozigoti prezinta caracterul dominant);

- expresivitatea — reprezintd gradul sau severitatea de manifestare fenotipica a unei gene (de ex.,
forme complete sau incomplete ale unui sindrom, forme usoare sau forme grave ale unei patologii).

CARACTERE MONOGENICE NON-MENDELIENE

Majoritatea caracterelor monogenice normale sau anormale se transmit dupa regulile lui Mendel
avand o manifestare distinctd in dependentd de genotipul persoanei, prezentdnd si unele exceptii
determinate de interactiuni cu alte gene sau cu factorii de mediu — penetranta incompleta sau
expresivitatea variabild. Dar existd caractere ce prezintd abateri de la regulile mendeliene care sunt
determinate de fenomene genetice neobignuite:

- instsbilitatea genelor;

- amrentarea genomica;

- disomia uniparentala;

- mozaicizmul,

- ereditatea mitocondriala.

Penetranta reprezintd frecventa cu care o gend se manifestd fenotipic la indivizii heterozigoti.
Penetranta poate fi completd (toti heterozigotii prezintd caracterul dominant) sau incompletd (doar o
parte dintre heterozigoti prezinta caracterul dominant). Cauzele non-penetrantei unei gene pot fi
interactiunile genelor nealele de tipul epistaziei, efectului pozitiei sau pot fi factorii de mediu.

HhBO  HhOO

OfRE

| fenotip
Bombay
® [

: A
HhEG HhEG hhBO HhAD
HhAE HhOO

Un exemplu de non-penetranta a genei B, fenotip Bombay, in
cazul epistaziei recesive intre genele H si ABO.

Expresivitatea reprezinta gradul sau severitatea de manifestare fenotipica a unei gene la diferiti
indivizi cu acelasi genotip. Cauzele expresivitatii variabile pot fi interactiunile genice sau factorii de
mediu §i se manifestd prin forme complete sau incomplete ale unei patologii, forme usoare sau forme
grave ale unei patologii, etc..
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Expresivitatea variabili a genei polidactiliei la indivizii
heterozigoti: I-1 are sase degete la piciorul drept, II-4 are cite
sase degete si la méni si la picioare, II-5 —numai la picioare, 111-4
— la piciorul stang, III-5 — la ména si piciorul sting, I1I-6 — la
ambele mani si I11-8 are sase degete numai la mina dreapta.

Instabilitatea genelor in sirul generatiilor este determinatd de mutatii dinamice. Ele sunt
reprezentate de cresterea numarului de copii ale unor repetari trinucleotidice situate in proximitatea sau
chiar 1n interiorul genelor structurale, cu ocazia diviziunilor pe care le realizeaza celula purtatoare.
Existd variatii ale numarului de repetari trinucleotidice:

- polimorfisme ADN benigne;

- premutatia — secventa de ADN devine instabild, dar nu determina un fenotip patologic;

- mutatia completa - prin expansiunea repetarilor determinand fenotip patologic.

Purtatorii premutatiilor sunt fenotipic normali. Expansiunea repetdrilor are loc in gametogeneza.
Astfel unii din gametii purtatorilor sdnatosi vor contine mutatia completd, care la descendenti va
produce un fenotip patologic.

In gametogeneza ultimilor, din cauza instabilititii acestor repetari, vor apirea expansiuni aditionale,
care la urmatoarea generatie va produce un fenotip patologic mai grav (=fenomenul de anticipatie).

CLINIC

Alela sormali Normal

ARNm
60 - 230 CCG
lllllllll 2 Premutatie Normal
< 2 < .. (s) Purtitoare de premutatii
N/ N /N /A ARNm
s | Purtdtor de premutatii
Mutatie Simptomo Instabilitatea genei FMR1 in ovogenezi
completi clinice
80" retard
mental, Bolnav cu sindrom X fargil
mucroorhidie,
displazia
tesuturilor
conjunctive

Amprentarea genomica este un proces genetic implicat in reglarea activitatii genelor, in special
prenatal, controland dozajul genetic prin inactivarea selectiva a genelor de origine materna sau paterna.
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Mecanismele amprentarii gnelor nu sunt pe deplin elucidate. Unul din acestea ar putea fi determinat de
metilarea ADN — proces asociat cu inactivarea genei.
De exemplu, gena Igf-2 ce controleaza sinteza
Aa Aa - y T
o o o o unuia dintre factorii de prestere ppate fi 1mp11cata in
procesul de crestere (talia). Mutatia acestei gene este
implicatd 1n aparitia nanismului, Tn cazul daca este
mostenitd pe linie paterna. Astfel indivizii heterozigoti
. Gemd _._g (Na) pot avea fenotip normal dacd gena mutanta (a)
I ~este de origine materna sau sunt cu hipostatura (pitici)
Expresie - .. o . . .
dacd gena (a) are origine paternd. Duplicatia genei
normale (N — NNa) poate cauza supracresterea daca
este mostenita pe linie paternd sau prezintd fenotip
Fenotip Fenotip normal daca mosteneste pe linie materna.

mutant normal Disomia uniparentala este fenomenul, cand
zigotul contine doi cromozomi omologi mosteniti de la
acelasi parinte. Ea apare ca rezultat al nedisjunctiilor cromozomilor in meioza maternd sau paterna,
urmatd de eliminarea postzigoticd a cromozomului supranumerar de cealaltd origine. O altd cauzd a
aparitiei disomiei uniparenatale ar putea fi translocatia robertsoniana. Astfel, persoanele cu disomie
uniparentald mostenesc de la un singur parinte alelele pentru anumite caractere, inlantuite cu
cromozomul disomic. Dar, in dezvoltare existd o contributie diferentiata a informatiei din cromozomii
materni si paterni (dozaj genetic). Totodata prezenta ambelor genomuri parentale este esentiala pentru
dezvoltarea fetilor viabili. Necesitatea existentei materialului genetic a ambilor parinti a fost
demonstrata prin consecintele disomiei uniparentale. Sindromul Prader — Willi si sindromul Angelman
sunt determinate de amprentarea genei Snrpn cu localizare in cromozomul 15q11-13. in cazul
sindromului Prader — Willi s-a identificat disomia uniparentala materna a cromozomului 15, care se
manifestd fenotipic prin retard mintal moderat, obezitate si hipostaturd. Sindromul Angelman rezulta
prin disomie uniparentald paterni, manifestindu-se fenotipic prin retard mintal sever si ataxie. In

disomia uniparentala materna a cromozomului 7 au fost depistat retard de crestere.

Lipsa

expresiei mutanta

CARACTERE EREDITARE NORMALE POLIGENICE
Caracterele poligenice sunt controlate de mai multe gene nealele, care actioneaza independent unele
de altele (nu exista relatii de dominanta / recesivitate sau epistazie), care, de reguld, au efecte cantitative
mici aditive. Caracterul poligenic prezintd o

Gameti e 1. . ea . e .
' distributie continud in populatie (distributie

1818 1/8 1/ig8 1/181

%
B
®

Parinti

$b oo b b e e @b & normald gaussiand) si nu existd clase

x = 188 |y shuaiidastuasy  fenotipice distincte, specifice transmiterii
aabbcc AABBCC 18 % | htoih telsheisua  monogenice. Fiecare individ din populatie
(deschis) (negru) '*3'“8'? dibethoetidudetashicsacss ({ifera, uneori aproape imperceptibil, de toti
! £ 18 °:E:° 'i:? ':E.:° ':E:C' ':E.:° ':E.:° .:3: “% ceilalti. Expresia caracterelor poligenice

X © g; PR PN B BN B R PG este influentatd de mediu, de aceea pot fi
AaBbCc  AaBbCc 1get |alsh sk s smlenlaaln NUMIte caractere multifactoriale. Exemple
11808 |l ate] el o de caractere poligenice normale pot fi

Generatia F, GeneratiaF,, mentionate: distributia pigmentatiei pielii,

talia, masa corpului, inteligenta,

Modelul de mostenire a pigmentatiei tegumentelor la om .
" 3 emrs a pig H et dermatoglifele, etc.

pe exemplul a trei perechi de gene
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Distributia in populatie

20/64 = Culoarea pielii depinde de mai multi factori: grosimea si

transparenta epidermei; starea circulatiei la nivelul vaselor
subepidermice; cantitatea de pigment melanic si distributia acestuia
(cel mai important). Cantitatea de melanind din piele este
determinatda de 2-6 perechi de gene. Modelul de mostenire a
pigmentatiei tegumentelor este reprezentat in figurile alaturate.
Fiecare alelda dominanta (A, B, C) determind sinteza unei anumite
cantititi de melanind, iar alele recesive (a, b, ¢) sunt inactive.
Cantitatea de melanina, si ca rezultat — intensitatea pigmentatiei,
depinde de sumarea dozelor genelor dominante, fenomen numit
poligenie aditiva (cumulativa).

EEBREREEE]
2%l /

SiipipEihiaib bR

4/64

|

Pigmentatia pielii

Distributia normali (Gaussiani) in populatie

pigmentatia pilelii

VALOAREA CUNOASTERII CARACTERELOR EREDITARE NORMALE

Din punct de vedere teoretic, cunoasterea ereditatii caracterelor normale la om permite:
demonstrarea valabilitatii legilor lui Mendel;
studiul functiei genice;
evidentierea unor fenomene genetice cunoscute la alte specii (himerele, dubla fecundare, recombinarea
genetica, nedisjunctia meioticd);
investigarea localizarii genelor pe cromozomi si stabilirea "hartilor genetice" (utilizarea caracterelor
normale ca marcheri si analiza fenomenelor de Inlantuire genica intre genele normale care le determind
si alte gene, normale sau anormale);
elucidarea unor aspecte de genetica a populatiilor.

Din punct de vedere practic, cunoasterea ereditatii caracterelor normale la om permite:
elaborarea testelor de identificare a persoanei (fiecare individ are o combinatie specificd, unica, de
caractere ereditare normale - ex. dermatoglife unice, combinatie HLA specifica, etc.);
stabilirea compatibilitatatii intre donator si recipient (grupe sanguine - pentru transfuzii; grupe tisulare,
sanguine - pentru transplanturi);
expertiza filiatiei §i paternitatii, diagnosticul gemenilor monozigoti (concordanta 100% pentru
caracterele monogenice, 95% pentru dermatoglife) si dizigoti;
elaborarea testelor de diagnostic in diferite boli:
= diagnosticul unor afectiuni prin studiul inlantuirii genelor anormale cu anumite gene normale (ex.

elipsocitoza - locus inlantuit cu locusul Rh);

= relatii Intre sistemul HLA si predispozitia sau rezistenta fata de anumite boli;
» prezenta unor modificdri ale dermatoglifelor in unele anomalii cromozomice (de ex. sindromul

Down - pliu palmar transvers unic, triradius axial t' sau t", exces de bucle cubitale).
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STUDIUL CARACTERELOR EREDITARE

Caracterele ereditare normale sau anormale (bolile genetice) se caracterizeaza prin determinism
monogenic, poligenic sau multifactorial. De regula, determinismul genetic al caracterelor se stabileste
odatd cu formarea genotipului individului la fecundare. Astfel, caracterele ereditare au un sir de
particularitdti prin care se deosebesc de cele neereditare:

- sunt produse prenatal;

- au manifestare congenitala;

- se transmit genealogic;

- sunt familiale;

- sunt concordante la gemenii monozigoti;

- seasociaza cu marcheri genetici;

- au o distributie populationala specifica.
De fapt aceste particularitati luate fiecare 1n parte, nu au o valoare absoluta deoarece unele dintre ele se pot
intalni si la caracterele si bolile neereditare dar, atunci cand ele se asociazd mai multe deodatd la un
caracter, semnifica, de obicei, natura ereditara.

PARTICULARITATILE CARACTERELOR EREDITARE
1. Determinismul genetic
Fiecare caracter ereditar este determinat de interactiunea genotip — factorii de mediu. Gena sau
genele mostenite determind un caracter fenotipic prin:
- sinteza unor proteine specifice (caracter elementar);
- realizarea functiei specifice a proteinei la nivel de celula si/sau tesut;
- manifestarea unui anumit caracter (normal sau patologic) la nivel de organism — caracter
fenotipic.
2. Determinismul prenatal
Constitutia genetica a fiecarui individ se stabileste In momentul formarii zigotului, iar fenotipul se
formeaza prin expresia diferentiatd a genelor mostenite (caractere de specie, caractere normale individuale,
anomalii). Caracterele ereditare sunt determinate pana la nastere, desi se pot manifesta la diferite etape ale
ontogenezei. Dar, in perioada prenatald, organogeneza poate fi influentatd si de factorii mediului,
producand anomalii de dezvoltare neereditare (de ex., fenocopiile).
3. Manifestarea congenitala
Manifestarea congenitald reprezinta prezenta caracterului sau a bolii incad de la nastere. Majoritatea
caracterelor si bolilor ereditare sunt prezente la nastere, dar existd si exceptii, cand ele se manifesta mai
tarziu la o anumitd varsta, mai precoce sau mai tardiv (de ex., hipodontia, miopatia, coreea Huntington
etc.). Dar, exista si afectiuni neereditare cu manifestare congenitald (de ex., fetopatia rubeolica, fetopatia
alcoolicd, boala constrictiilor amniotice).

4. Transmiterea genealogica
Transmiterea genealogicad reprezinta mostenirea unui caracter de la parinti si transmiterea lui la
descendenti. Este cunoscut ca caracterele si bolile ereditare se transmit din generatie in generatie. Dar
exista si unele care nu se transmit:
- datorita decesului precoce a persoanelor afectate (bolnavii cu hemoglobinopatii severe);
- datorita sterilitatii persoanelor afectate (de ex., sindromul Morris - testicul feminizant);
- aparitia unor mutatii noi care ar putea sa se transmita generatiilor urmatoare;
- boli recesive rare.
Exista si boli neereditare care se pot transmite de la o generatie la alta (de ex., transmiterea mama - fat a
sifilisului, SIDA etc.).
Analiza transmiterii genealogice este un lucru esential 1n stabilirea naturii ereditare a unui caracter
sau a unei boli deoarece transmiterea ereditara se face dupa niste reguli stricte, matematice (ex: legile lui
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Mendel), in timp ce transmiterea neereditara are un caracter aleator, in functie de conditiile momentane de
mediu.
S. Distributia familiala

Distributia familiala reprezinta frecventa crescutd a anomaliei / caracterului la membrii inruditi ai
aceleiagi familii, comparativ cu frecventa din populatia generald (concentrare familiala a caracterului).
Majoritatea bolilor ereditare prezintd o netd distributie familiald, desi exista si boli ereditare cu aparitie
sporadica (de ex., anomaliile cromozomice care apar sporadic deoarece de obicei determind anomalii de
reproducere). Exista si boli neereditare care pot prezenta distributie familiala atunci cand membrii familiei
suferd influenta unor conditii similare de mediu (de ex., gusa endemica, tuberculoza, intoxicatiile, unele
infectii etc.).

6. Concordanta caracterului la gemenii monozigoti
Caracterele monogenice, pur ereditare sunt totdeauna identice la gemenii monozigoti (100 %
concordantd), iar cele neereditare sau multifactoriale pot fi discordante. Cand concordanta unui caracter
este regula, iar discordanta exceptie, se vorbeste despre caractere determinate partial ereditar (caractere
multifactoriale). In cazul caracterelor ecologice, concordanta este egalda cu discordanta la gemenii
monozigoti.

7. Frecventa diferita in populatii diferite
Anumite caractere ereditare prezintd frecvente diferite in populatii genetic diferite. Aceasta se
explica prin concentrarea anumitor gene intr-o anumita regiune. De exemplu:

- deficienta in G6PD (glucozo-6-fosfat-dehidrogenaza) sau unele hemoglobinopatii (de ex.,
sicklemia) sunt mai frecvente in zonele cu malarie, deoarece heterozigotii pentru aceste afectiuni
sunt rezistenti la plasmodiul malariei;

- in izolatele umane (geografice, etnice sau religioase), prin casatorii consangvine se creeaza un
fond crescut de alele comune (de ex., In majoritatea populatiilor din Europa frecventa albinismului
este 1:20000, iar intr-un izolat din regiunea Bihorului, Roméania este de 1:100).

8. Prezenta anomaliilor cromozomice
Toate afectiunile care se nsotesc de anomalii cromozomice de numar sau de structura (vizibile la
analiza cariotipului) sunt anomalii genetice (ereditare). Dar nu toate bolile ereditare se insotesc de anomalii
cromozomice (de ex., bolile ereditare produse prin mutatii genice sau poligenice se insotesc de un cariotip
normal). Cariotipul normal nu exclude deci existenta unui caracter ereditar anormal la subiectul cercetat.

9. Asocierea cu marcheri genetici
Unele caractere fenotipice anormale se pot asocia cu marcheri genetici specifici usor detectabili, de
obicei caracteristici pentru o familie, la care se refera:
- o0 anumitd secventd ADN, reprezentand o gena normald, localizata in vecinatatea genei patologice;
- un microsatelit aflat in vecinatatea sau interiorul unei gene patologice;
- un situs de restrictie.
Asocierea se poate explica prin urmatoarele fenomene:
- transmiterea inlantuitd a genelor ce formeaza haplotip (de ex., asocierea Rh - eliptocitoza);
- o0 gena favorizeaza aparitia unei anumite tulburdri (ex. asocierea HLA-B27 - spondilita
anchilozanta).

Numai asocierea criteriilor prezentate permite stabilirea naturii ereditare a unui caracter. Criteriile
luate separat, nu au valoare practica.
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i METODE DE STUDIU UTILIZATE iN GENETICA UMANA
In genetica umana, pentru a stabili natura ereditara a unui caracter se utilizeaza mai multe metode

ce au ca tintd urmatoarele:

analiza materialului genetic cu depistarea directd sau indirectd a mutatiilor, analiza marcherilor
genetici (metode molecular-genetice, metode citogenetice);

analiza produsului genic primar (proteina), depistarea defectelor de metabolism (metode
biochimice);

studiul transmiterii ereditare a caracterclor normale si patologice 1n familie (metoda
genealogica);

stabilirea ponderii factorilor genetici si factorilor de mediu in geneza unui caracter normal sau
patologic (metoda gemenilor);

stabilirea structurii genetice a populatiei (metoda populational-statistica).

METODE MOLECULAR GENETICE

Metodele molecular-genetice sunt bazate pe tehnologia ADN — recombinant si include mai

multe tehnici de studiu a secventei nucleotidelor in ADN si expresiei genice la nivel de ARN. Acestea
au ca scop depistarea genelor normale sau mutante responsabile de un anumit caracter, modificarile
genice asociate cu un anumit fenotip, unele particularitati de organizare a ADN-ului asociate cu anumite
anomalii — marcheri genetici (minisateliti, situsuri de restrictie, metilarea ADN-lui etc.), analiza
expresiei genelor (expresia specificd de tesut, intr-o anumita perioadd a ontogenezei, rata expresiei). In
dependenta de scopul studiului se pot folosi mai multe metode bazate pe:

secventierea ADN;
tehnica PCR;

tehnica Southern-blot;
tehnica Northern-blot, etc.

Analiza acizilor nucleici este utila in:

depistarea purtatorilor de mutatii genice;

diagnosticul prenatal sau postnatal a unor boli genice;

depistarea genelor de predispozitie la boala;

analiza filiatiei (maternitate / paternitate);

stabilirea identitatii biologice (criminologie);

depistarea ADN-ului (ARN-ului) strain in diagnosticul infectiilor.

A I In figura din stAnga se prezinti:
O ¥ so0b

1 2 A. o familie cu doud generatii, unde ambii parinti sunt sdnatosi
I d i O ‘ |:|| si au 5 copii dintre care doi prezintd semnele clinice ale
1 2 3 4 5 fenilcetonuriei (afectiune autozomal — rcesiva);

B. 1412 N4 1203014 15 B. rezultatele electroforezei produsilor PCR a tuturor

e — - membrilor familiei respective; I-1, 1-2, 11-3, 11-5 sunt

—— o —— heterozigoti (Na), II-2 si II-4 sunt homozigoti dupa alela
recesiva patologica (aa), iar II-1 este homozigot dominant dupa
alela normala (NN).
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METODE CITOGENETICE

Metodele citogenetice includ diverse tehnici de analiza microscopica a materialului geneic la
nivel de celula:
- analiza cromozomilor metafazici si prometafazici (cariotiparea);
- teste de citogeneticd moleculard pe cromozomi interfazci (FISH, mFISH, SKY);
- testul Barr pentru analiza cromatinei sexuale X;
- testul F pentru analiza cromatinei sexuale Y.

Cariotiparea reprezinta analiza setului de cromozomi din celulele somatice in diviziune pentru
aprecierea numarului, formei §i marimii cromozomilor, utilizdnd diferite tehnici de colorare /
vizualizare. Astfel, analiza placilor metafazice sau prometafazice permite depistarea diferitor anomalii
cromozomice de numar sau de structura implicate in sindroame plurimalformative, neoplazii, stari
intersexuale.

Analiza cromozomilor interfazici, bazata pe hibridizarea in situ permite stabilirea unor
anomalii cromozomice submicroscopice (microdeletii sau microduplicatii) sau stabilirea pozitiei unor
gene in cromozomi.

Testul cromatinei sexuale permite diagnosticul sindroamelor cromozomiale cu implicarea
heterozomilor X sau Y si stabilirea sexului genetic. Cromatina sexualda X (corpusculul Barr) poate fi
usor vizualizatd pe preparate citologice 1n interfaza (numarul corpusculilor Barr + un cromozom X =
numarul cromozomilor X in celula analizata).

METODE BIOCHIMICE

Spectrul de metode biochimice presupune analiza produsului primar al expresiei genice —
proteina, precum si a metabolitilor controlati de aceasta proteind. Sunt utilizate metode calitative si
cantitative specifice unui anumit tip de metaboliti. Aceste tehnici sunt indicate in:

- diagnosticul unor boli monogenice — enzimopatii;

- diagnosticul unor boli multifactoriale;

- stabilirea unei predispozitii la boala.
De exemplu, prin analiza electroforeticd a proteinelor serice se poate stabili polimorfismul individual si,
indirect, constitutia genetica a individului (genotip homozigot sau heterozigot).

METODA GENEALOGICA

Una dintre particularitatile caracterelor ereditare este concentrarea lor familiala si transmiterea
de la o generatie la alta. Metoda genealogica presupune analiza familiald, identificarea persoanelor cu
un anumit caracter $i urmarirea acestuia pe parcursul mai multor generatii. Aceasta este importanta
pentru stabilirea tipului de transmitere a caracterului si calcularea probabilitdtii de reaparitie a
caracterului ereditar la descendentii unui cuplu.

Studiul genealogic se realizeazd in mai multe etape:

- anamneza familiala;

- analiza clinica si paraclinicd a membrilor familiei;

- Intocmirea arborelui genealogic;

- analiza tipului de transmitere a caracterului;

- stabilirea genotipurilor persoanelor din familia studiatd si calcularea probabilitdtii de

manifestare a unui fenotip normal sau patologic;

- sfat genetic.

Anamneza familiald este primul pas in obtinerea informatiilor despre prezenta unui anumit
caracter intr-o familie. De regula, informatia este obtinutd de la proband (cazul princeps — persoana ce
se adreseaza dupd sfat genetic). Datele despre structura familiei sunt inregistrate in fise speciale de
consult genetic si sunt completate pe baza informatiilor obtinute din analiza familiala.

Analiza familiala include chestionarea rudelor probandului (cel putin 2-3 generatii), analiza
clinica si paraclinicd a probandului si a rudelor afectate si sanatoase, analiza fiselor medicale personale,
efectuarea testelor genetice (in dependenta de caz — cariotip, cromatind sexuald, analiza ADN, studiul
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inlantuirii cu marcheri genetici). Toate aceste informatii pe de o parte completeaza istoricul familiei, pe
de alta parte concretizeaza tipul anomaliei sau afectiunii (diagnostic clinic precis). Fisele de consult
genetic includ urmétoarele date:

(a) daca probandul este copil — evolutia sarcinii, boli acute sau cronice ale mamei si medicamente
administrate 1n timpul sarcinii, expunerea la agenti teratogeni sau mutageni; varsta parintilor; prezenta
consangvinitdtii; nasterea la termen sau prematurd, durata travaliului, nastere naturald sau prin manevre
obstetricale; date despre nou-nascut —greutatea si talia la nastere, scor Apgar; evolutia postnatala.

(b) daca probandul este adult — evolutia pubertatii, functia reproductivd (normald sau perturbata:
sterilitate, avorturi spontane, nou-nascuti morti sau nou-nascuti vii malformati); locul de munca,
expunere la noxe.

Analiza familiala este utila pentru diferentierea unei anomalii congenitale neereditare de o boald
ereditara propriu-zisa.

intocmirea arborelui genealogic. Arborele genealogic este reprezentarea grafica, cu ajutorul
unor semne conventionale, a rezultatelor anchetei familiale si serveste la stabilirea tipului de
transmitere 1n cazul 1n care acesta este ereditar.

Stabilirea tipului de transmitere a caracterului in cazul cand acesta este ereditar, se
efectueaza in conformitate cu criteriile de recunoastere (prezenta caracterului in fiecare generatie sau
discontinuitate in transmitere; raportul prezentei caracterului la cele doud sexe). Transmiterea poate fi
monogenica sau poligenica, autozomala, sau lincatd cu cromozomii sexuali, determinata de alele
dominante sau recesive. In dependentd de tipul de transmitere, se stabileste genotipul persoanelor
sanatoase si afectate, se calculeaza riscul de recurenta (probabilitatea aparitiei anomaliei analizate la
descendenti).

Rezultatele analizei genealogice a familiei stau la baza unui consult genetic adecvat pentru:

- informarea obiectiva a familiei;
planificarea familiei;
optiuni pentru diagnosticul prenatal in scop de prevenire a nasterii copiilor cu anomalii;
prevenirea manifestarii unor complicatii in cazul bolilor genetice cu manifestare la adult.

METODA GEMENILOR

Prin analiza comparativd a unui caracter la gemenii monozigoti $i gemenii dizigoti se poate
urmadri o concordantd sau discordanta care poate fi asociatd cu ponderea factorilor genetici si de mediu
in manifestarea unui fenotip.

Gemenii monozigoti (GMZ) provin din acelasi zigot si ca urmare sunt genetic identici. De
reguld GMZ, avand genotip identic, au caractere ereditare asemandtoare (concordantd) si difera doar
dupa caracterele influentate de mediu (discordanta).

Gemenii dizigoti (GDZ) sunt gemeni proveniti din fecundarea a doud ovule diferite de catre doi
spermatozoizi, ei diferd genetic ca oricare membru al unei fratrii fata de ceilalti.

Pentru stabilirea cotei factorilor genetici si celor de mediu in formarea unui caracter, se
calculeaza coeficientul de ereditate (H):

_ ConcordanfaGMZ — Concordan faGDZ

100% — Concordan raGDZ

Concordanta GMZ sau GDZ reprezinta procentul de asemanare dupd un anumit caracter la mai
multe perechi de gemeni (valori statistice veridice). Cu cat raportul este mai apropiat valoric de 100%,
participarea factorilor genetici in determinismul caracterului este mai mare. Coeficientul are valoarea 100%
pentru caracterele pur ereditare (concordanta la gemenii monozigoti este de 100%).

La valorile H cuprinse intre 100-70% factorul ereditar are rol major, preponderent; intre 70-40%
caracterul este format sub influenta mediului dar cu predispozitie genetica; mai putin de 40% - caracterul este
ecologic.

x100%
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In prezent metoda gemenilor se utilizeaza pentru stabilirea rolului factorilor genetici si de mediu in
longevitate, manifestarea talentului, sensibilitatea la medicamente, etc.

Caracterul Concordanta la | Concordanta la H (%) Tipul
analizat GMZ (%) GDZ (%) caracterului
Sexul 100 58 100 Genetic
ABO 100 65 100 Genetic

Dermatoglife 95 60 88 Genetic
Reumatism 60 34 40 Cu predispozitie

genetica

Diabet zaharat 30 16 17 Ecologic

METODA POPULATIONAL-STATISTICA

Populatia umanad reprezinta totalitatea indivizilor ce locuiesc pe un anumit teritoriu, intre care are
loc schimb permanent de informatie ereditara. Structura geneticd a unei populatii se poate deosebi de alta
datorita existentei unui genofond particular determinat de suma genotipurilor indivizilor din aceasta
populatie. S-a stabilit ca genofondul unei populatii este relativ constant de-a lungul mai multor generatii.
Stabilitatea geneticd este valabild pentru populatia ideald care se caracterizeazd prin urmdatoarele
particularitati:

- este numeroasa (peste 1,5 mii indivizi);

- este panmictica (casatorii la intdmplare);

- lipsa fluxului interpopulational de gene (lipsa migratiilor);

- rata mutatiilor rimane constant,

- lipsa selectiei in favoarea sau defavoarea unui genotip;

- lipsa undelor populationale.

Echilibrul genetic al unei populatii ideale este caracterizat de legea Hardy-Weinberg, valabila
pentru caracterele monogenice:
1. Intr-o populatie ideala frecventa alelelor rimane constanti de-a lungul generatiilor:
p+g=1, unde
p — frecventa alelei dominante (A)
g — frecventa alelei recesive (a)

2. Intr-o populatie ideala frecventa genotipurilor riméane constanti de-a lungul generatiilor:
p*+2pa+q°=1, unde
p? — frecventa homozigotilor dominanti (AA)
2pq — frecventa heterozigotilor (Aa)
q° — frecventa homozigotilor recesivi (aa).

Factorii care ar putea modifica genofondul populatiei sunt: izolatele, casatoriile consanguine sau
asortative, migratiile, mutageneza, selectia, deriva genica etc.

Valoarea practicdi a metodei populational statistice constd in cunoasterea genofondului
populatiei, estimarea frecventei unor alelele mutante, calcularea numarului aproximativ al persoanelor
afectate si purtdtoare de mutatii patologice etc. Datele statistice pot fi utile in planificarea activitatii
institutiilor medicale, initierea unor programe de profilaxie a patologiilor genetice.
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CURS 12
INTRODUCERE N PATOLOGIA GENETICA UMANA

Bolile genetice reprezinta stari patologice determinate sau conditionate de modificari specifice
ale materialului genetic (mutatii). Bolile genetice sunt numeroase si variate atat dupa cauza aparitiei,
momentul manifestarii, cat si tabloul clinic.

ETIOLOGIA BOLILOR GENETICE

Cauzele producerii bolilor genetice pot fi clasificate in trei grupe:

- anomalii cromozomice de numar sau de structurd, ce determind un deficit sau surplus al
materialului genetic si ca consecintd, in dependentd de dezechilibrul genic — sindroame
plurimalformative viabile sau letale;

- mutatii genice cu efect patologic major, ce determind anomalii calitative sau cantitative in sinteza
unei proteine (enzima, receptor, canal, etc.) si producerea unei boli monogenice sau unui sindrom
monogenic;

- mutatii poligenice cu efect patologic minor, dar aditiv, ce reprezinta predispozitia la boala, iar
actiunea unor factori de mediu determina aparitia unor boli multifactoriale.

Mutatiile reprezinta modificari anormale ale materialului genetic la diverese nivele:

- substitutii nucleotidice in secventele codificatoare sau necodificatoare ale moleculei de
ADN;

- deletii sau aditii nucleotidice;

- deletii sau duplicatii a unor fragmente cromozomiale;

- monosomii sau trisomii cromozomiale.

Mutatiile pot afecta atdt materialul genetic nuclear, cat si ADN-ul mitocondrial; pot afecta
materialul genetic al celulelor generative si se pot transmite genealogic, sau pot afecta materialul
genetic al celulelor somatice realizandu-se o clond celulara mutantd cu consecinte patologice doar
asupra fenotipului purtatorului, fara transmitere genealogica.

Mutatiile pot fi ereditare (mostenite), manifeste sau nu la alte generatii, sau pot fi de novo -
spontane sau produse sub actiunea unor factori de mediu mutageni (radiatii, virusuri, noxe profesionale,
diverse substante chimice toxice).

CLASIFICAREA BOLILOR GENETICE

Bolile genetice sunt determinate sau conditionate de mutatii la nivelul moleculelor de ADN
(modificari calitative sau cantitative ale materialului genetic). In dependenti de cota de participare a
factorilor genetici bolile genetice se clasifica in:

- boli cromozomiale determinate de anomalii de numar sau structura a cromozomilor;

- boli monogenice sau monofactoriale, determinate de mutatii dominante sau recesive, manifestarea
carora nu depinde de anumite conditii de mediu;

- boli poligenice sau multifactoriale care sunt conditionate de mutatii mai multe gene cu efect minor
sau aditiv si determinate de actiunea patologica a factorilor de mediu.

In dependenta de perioada ontogenetica de manifestare, bolile genetice pot fi clasificate in:
- anomalii sau malformatii congenitale;
- boli si sindroame congenitale;
- boli si sindroame ale adultului.

Bolile genetice sunt rezultatul modificarii materialului ereditar, dar pot fi:
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ereditare, cu transmitere genealogica mendeliana sau nonmendeliana;

neereditare, produse prin mutatii spontane, dar care se pot transmite la generatiile urmatoare;
anomalii de reproducere, ca rezultat al mutatiilor letale sau mutatiilor sterile;

boli genetice ale celulelor somatice, ca rezultat a aparitiei postnatale a unei clone celulare mutante.

Specialistii din domeniul geneticii medicale insista asupra clasificarii etio-patogenetice a bolilor

genetice:

» boli cromozomiale sau sindroame cromozomiale plurimalformative;
boli monogenice sau moleculare;

boli poligenice sau multifactoriale, boli cu predispozitie genetica;
boli mitocondriale;

boli genetice ale celulelor somatice (boala canceroasa);

vV Vv VYV V¥V V¥V

boli de incompatibilitate materno-fetala.

In prezent sunt cunoscute peste 1000 sindroame cromozomiale. Dupi datele Dr. Mc.Kusick au

fost descrise si nregistrate peste 9000 de boli si sindroame monogenice. Luate fiecare in parte, au o
frecventa populationald mica, dar in ansamblu reprezinta o categorie de patologie umana importanta, in
special luand in consideratie impactul lor medico-social:

50% din toate avorturile spontane cunoscute in primul trimestru de sarcind prezinta o anomalie
cromozomiala;

2-3% dintre nou-nascuti au 0 anomalie congenitald majorai;

0,6% din toti nou-niscutii au 0 anomalie cromozomiala;

50% din toti copii cu retard mintal sever, cecitate sau surditate prezintd o cauzi genetica;
30% din toti copii spitalizati prezintd o maladie genetica,

40-50% din mortalitatea infantila au cauza genetica;

1% din toate cazurile de malignitate sunt direct determinate de factorii genetici;

10% din cazurile comune de cancer (CR de san, CR de colon sau CR ovarian) au o componenta
importanta genetica,

5% din populatia cu varste < 25 ani va manifesta o maladie genetici;

10% din adulti prezinta fie o maladie pur genetica, fie o maladie cu predispozitie genetica.
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ASPECTE COMUNE IN PATOGENEZA BOLILOR GENETICE

Specificitatea mecanismului patogenic al bolii este determinat de caracterul lezarii materialului
genetic, dar se formeaza la nivelul intregului organism — determinand particularitatile individuale de
desfagurare a procesului patologic.

In bolile cromozomiale dereglirile fenotipice coreleazi cu gradul de dezechilibru cromozomic,
cu cat mai mult material genetic este implicat iIn mutatie, cu atdt mai precoce apar defectele de
dezvoltare in ontogeneza i mai grave sunt consecintele. Bolile cromozomiale se caracterizeaza prin
anomalii multiple de dezvoltare (dismorfii cranio-faciale, anomalii scheletice, anomalii cardio-
vasculare, anomalii ale sistemului nervos, anomalii ale aparatului urinar etc.).

Mecanismele patogenetice in bolile monogenice sunt diverse si depind de caracterul
modificarilor biochimice determinate de mutatie:

Gena mutanta (ADN)
ARNmM mutant
Proteina anormala
Functie celu*arﬁ dereglata

Simptoame

Patogeneza multor boli ereditare si neereditare poate fi influentata de alti factori interni: starea
sistemului imun §i endocrin, varsta si sexul pacientului, particularitatile metabolismului.

Tabloul clinic al bolilor genetice este foarte polimorf. Polimorfismul clinic este definit prin
varietatea manifestarilor clinice si de laborator a unei boli, determinata de:
- heterogenitatea genetica;
- penetranta incompleta a unor gene dominante;
- expresivitatea variabild a genelor patologice, pleiotropie, interactiunea factorilor genetici cu
factorii de mediu.

Cauzele genetice ale polimorfismului clinic sunt determinate de unicitatea biologica a fiecdrui
individ. Un rol important n expresivitatea bolii genetice il au factorii de mediu ce pot interactiona cu
cei ereditari la orice etapa de dezvoltare prenatala si postnatala.

Bolile cu predispozitie genetica se caracterizeaza printr-un polimorfism mai accentuat, manifestandu-se
prin continuitatea distribuirii de la formele usoare, pana la formele grave.

EREDITATEA SI CONSECINTELE BOLII

1. Unele mutatii (genice sau cromozomiale) sunt letale, fiind responsabile de moartea prenatala,
perinatald si infantila. Se cunosc peste 150 gene ce provoaca moartea prenatald, printre nou-
nascutii morti 1:5 are un defect genetic. Factorii externi cu actiune distructiva (hipoxia, trauma
la nastere, intoxicarea, hipotrofia, infectiile) produc mai frecvent moartea copiilor cu genotip
anormal, decat la cei cu genotip normal. Cele mai frecvente cauze ale mortalititii infantile sunt
bolile cromozomice, fibroza chistica, fenilcetonuria, sindromul adreno-genital, hipotireoza.

97



Mutatiile patologice, ca factori etiologici, pot fi cauza bolilor cronice. Evolutia cronica si
progresiva 1n bolile genetice este o caracteristica, cu exceptia celor letale.

Mutatiile genice se manifestd nu numai cu semne specifice, dar si cu diminuarea rezistentei
nespecifice a organismului la bolile asociate, determinand cronizarea ultimelor.

Constitutia genetica a pacientului:

- poate modifica eficacitatea masurilor terapeutice,

- poate determina reactie patologica a unor indivizi la anumite medicamente,

- determind un polimorfism in viteza de eliminare sau oxidare a unor preparate
medicamentoase, sau a metabolitilor care pot modifica farmacocinetica unor
medicamente.

Unele mutatii sau asocierea lor duc la sciderea capacitatii organismului de a rezista la
actiunea distrugitoare a factorilor de mediu, astfel si insanatosirea bolnavului va fi
problematicd. Actiunea genelor asupra cronizdrii proceselor patologie poate fi explicatd prin
modificarea directiondrii unor procese biochimice, modificarea statusului hormonal, deficiente
ale raspunsului imun.

PARTICULARITATILE BOLILOR GENETICE
Fiecare caracter ereditar este determinat de interactiunea genotip — factorii de mediu. Gena sau

genele mutante determina un fenotip patologic prin:

sinteza anormald a unor proteine specifice (efectul patologic primar al mutatiei);

dereglarea structurii sau functiei specifice la nivel de celula si/sau tesut (efectul patologic
secundar al mutatiei);

manifestarea unui anumit caracter patologic sau sindrom la nivel de organism — simptoamele bolii
(efectul patologic tertiar al mutatiei).

Bolile si sindroamele genetice se caracterizeaza prin determinism monogenic, poligenic, multifactorial
sau apar in rezultatul anomaliilor cromozomiale. De regula, determinismul genetic al bolii se stabileste
odatd cu formarea genotipului individului la fecundare. Astfel, afectiunile ereditare au un sir de
particularitdti prin care se deosebesc de cele neereditare:

sunt produse prenatal si se pot manifesta congenital sau in orice perioada de viata;

se transmit genealogic si au o agregare familiali; dar pot aparea spontan prin mutatii de novo;
se asociaza cu marcheri genetici (anomalii cromozomice sau secvente nucleotidice specifice);
sunt concordante la gemenii monozigoti si au o distributie populationala specifica;

au evolutie cronica, progresiva si recidivanta determinate de actiunea permanenta a genei
mutante, cu manifestare variabild de la pacient la pacient, chiar si in cadrul aceleasi familii;
se manifesta cu modificiri patologice a mai multor organe si sisteme, datorita efectului
pleiotrop al genei mutante;

sunt rezistente la metodele de tratament traditionale.

METODELE STABILIRII NATURII GENETICE A UNEI BOLI

Pentru a stabili implicarea factorilor genetici in bolile umane si ponderea lor in producerea unei

patologii se urmareste:
- studiul transmiterii genealogice a bolii sau anomaliei si determinarea tipului de mostenire,
calcularea riscului de manifestare sau de recurenta;

- evidentierea unor anomalii cromozomice sau mutatii genice ce ar putea fi responsabile de
fenotipul patologic;
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- determinarea defectului biochimic primar la nivel de sinteza proteica sau efectele acestuia asupra
unui proces biochimic controlat de gena/proteina modificata.

- identificarea unor marcheri genetici specifici asociate cu fenotipul patologic;
- calcularea indicelui de ereditate in cadrul patologiei multifactoriale;

- studiul distributiei populationale a bolilor genetice si calcularea frecventei genelor patologice,
purtatorilor heterozigoti de gene mutante.

BOLI CROMOZOMIALE

Bolile cromozomiale sunt rezultatul unor modificari specifice ale numarului cromozomilor
caracteristic speciei (46 in celulele somatice umane) sau modificari structurale ale acestora. Efectele si
gravitatea anomaliilor cromozomice depind de tipul de anomalie si marimea dezechilibrului genetic - cu
cat defectul cantitativ este mai mare, cu atat consecintele sunt mai grave.

Sindroamele cromozomice prezintd modificari fenotipice comune (tulburari de crestere pre- si
postnatald; intarziere in dezvoltarea psiho-motorie si debilitate mintala; multiple anomalii viscerale,
disgenezii gonadice) si modificari specifice ale cromozomului sau cromozomilor implicati.

SINDROMUL DOWN (TRISOMIA 21)
Sindromul Down este un sindrom plurimalformativ congenital cu incidenta medie de 1:700
nou-nascuti, dar dependenta de varsta materna:
- la20ani - 1:1500;

- la30ani-1:900;
- la35ani-1:400;
- la40ani-1:100;
- la45ani-1:30.

Cauza sindromului Down este trisomia 21:
> 95% - trisomia 21 omogena liberd, avand ca origine nondisjunctia meiotica;
» 5% - trisomia 21 mozaica sau translocationala.

Cariotipuri asociate in sindromul Down:
47, XX (XY), +21;
47, XX(XY), +21/ 46, XX(XY);
46, XX(XY), rob (21;13);
46, XX(XY), rob (21;14);
46, XX(XY), rob (21;15);
46, XX(XY), rob (21;21);
46 , XX(XY), rob (21;22);
46, XX(XY), i(21q).

Manifestarile clinice majore sunt determinate de anomalii multiple de dezvoltare:
- hipotonie generalizata;
- dismorfism cranio-facial;
- malformatii cardiace;
- retard mintal si fizic;
- imunitate scazuta;
- risc crescut pentru leucemii.
Evolutie:
- 1n cazul de malformatii severe — decesul in perioada de sugar;
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- 1in celelalte cazuri evolutia si gradul de retardare mentald si somatica depinde de menegementul
medical si social, dar longevitatea este redusa.

Riscul de recurenta — depinde de forma trisomiei si variaza intre 1 si 100%;
Diagnosticul este bazat pe studiul cromozomilor (cariotip, FISH).

SINDROMUL PATAU (TRISOMIA 13)

Sindromul Patau este un sindrom plurimalformativ congenital cu incidenta medie de 1:5000 -

7000 nou-nascuti si dependentd de varsta maternd. Cauza: 75% - trisomia 13 omogena libera,

avand ca origine nondisjunctia meiotica; 20% - trisomia 13 prin translocatii reobertsoniene; 5%

- trisomia 13 forma mozaica. Cariotipuri asociate in sindromul Patau:

47, XX (XY), +13;

47, XX(XY), +13/ 46, XX(XY);
46, XX(XY), rob (13;13);

46, XX(XY), rob (13;14);

46, XX(XY), rob (13;15);

46, XX(XY), rob (13;21);

46 ,XX(XY), rob (13;22);

46, XX(XY), i(13)q.

Manifestarile clinice majore sunt determinate de anomalii multiple de dezvoltare:

- dismorfism cranio-facial: microcefalie, holoprosencefalie, microftalmie, despicatura labio-
palatina, defecte ale scalpului;

- polidactilie;

- criptorhidie;

- malformatii cardiace;

- retard mintal si fizic;

- imunitate scazuta.

Evolutia sdr Patau este determinatd de prezenta malformatiilor viscerale: 50% din cazuri se
termind cu deces in prima luna de viata; 70% - deces inaintea varstei de 6 luni de viata, 70% - deces
inainte de 6 luni; 10% - supravietuiesc varstei de 1 an.

Riscul de recurentd — depinde de forma trisomiei i variaza intre 1 si 100%.

Diagnosticul este bazat pe studiul cromozomilor (cariotip, FISH).

SINDROMUL EDWARDS (TRISOMIA 18)

Sindromul Edwards este un sindrom plurimalformativ congenital cu incidenta medie de 1:3000
nou-nascuti si dependenta de varsta maternd. Cauza sdr Edwards este: in 89% din cazuri - trisomia 18
omogena liberd, avand ca origine nondisjunctia meioticad; 1% - duplicatii ale cromozomului 18; 10% -
trisomia 8 forma mozaica. Cariotipuri asociate in sindromul Edwards:

47, XX (XY), +18;
47, XX(XY), +13/ 46, XX(XY);
46,XX(XY), 18p+;
46,XX(XY), 18g+.

Manifestarile clinice majore sunt deteminate de asocierea anomaliilor multiple de dezvoltare:

- dismorfism cranio-facial;

- stern scurtat,

- criptorhidie;

- malformatii cardiace §i renale;
- retard mintal si fizic;

- imunitate scazuta.
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Evolutie: 30% din cazuri — deces in prima luna de viata; 10% - supravietuiesc varstei de 1 an cu
retard sever mental si somatic. Riscul de recurenta 1%. Diagnosticul este bazat pe studiul cromozomilor
(cariotip, FISH).

SINDROMUL TRISOMIEI 8
Sindromul trisomiei 8 Warkany este un sindrom plurimalformativ congenital cu incidenta
medie de 1:30000 nou-nascuti vii. Cauza — trisomia 8: 90% din cazuri sunt rezultatul unei
nedisjunctii postzigotice, determinind forme mozaice ale trisomiei 8; 10% - sunt trisomii partiale
determinate de rearanjamente strucrurale ale cromozomului 8 (duplicatii). Cariotipuri asociate in
sindromul Warkany:
47, XX(XY), +8/ 46,XX.
Manifestarile clinice majore sunt deteminate de asocierea anomaliilor multiple de dezvoltare:
- dismorfism cranio-facial: frunte proieminentd, strabism, epicant, hipertelorism, palatin arcuit,
despicatura palatind, buze ingrosate, urechi mari malformate;
- contracturi articulare, camptodactilia, aplazia rotulei, pliu palmar transvers unic;
- malformatii cardiace si renale;
- retard mintal si fizic;
- imunitate scazuta.
Evolutie: Trisomia 8 totald este letala, iar in formele partiale sau mozaice pacientii au
longevitate scazutd. Riscul de recurenta —1 %. Diagnosticul este bazat pe studiul cromozomilor
(cariotip, FISH).

SINDROMUL TURNER
Sindromul Turner este un sindrom plurimalformativ congenital cu incidenta medie de 1:2000 —
1 : 5000 nou-ndscutii de sex feminin. Cauza : 50% - 69% - monosomia X totala si omogena, 30-40% -
forme mozaice si restul cazurilor, mult mai rare, sunt rezultatul unor monosomii X partiale (deletii,
izocromozomi, cromozom X inelar). Cariotipuri asociate in sindromul Turner:
45X;
45,X [ 46,XX;
46, X, Xg-;
46, X, i(X q);
46, X, del(Xp);
46, X, r(X);
Manifestarile clinice majore sunt determinate de anomalii multiple de dezvoltare:

o la nou-nascut piele abundentd in exces la nivelul gatului, pterigium coli, limfedem

periferic localizat mai ales pe fata dorsala a piciorului;

o malformatii cardiace (DSA);

o hipostatura disproportionata;

o impubertizm, amenoree primara.

Evolutie: statura finald a adultelor este intre 125-145 cm; intelegenta si speranta de viata
sunt, in general, normale; tratamentul de substitutie cu hormaoni estrogeni de la adolescentd induce
dezvoltarea caracterelor sexuale secundare si previne osteoporoza, dar nu influienteaza statura si
infertilitatea. Riscul de recurenta —1 %. Diagnosticul este bazat pe studiul cromozomilor (cariotip,
FISH); testul Barr, de regula, este negativ.

SINDROMUL KLINEFELTER

Sindromul Klinefelter este un sindrom cu infertilitate masculind, cu incidenta medie de
1:1000 nou-nascutii de sex masculin; 1 : 10 din barbatii infertili; 1 : 100 din baietii din institutiile
pentru retard mintal. Cauza: 85% - disomie X totala si omogene (47,XXY), 15% - forme mozaice sau
polisomii X totale sau partiale.
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Cariotipuri asociate in sindromul Klinefelter:

47, XXY

47, XXY [ 46,XY

48, XXXY

48, XXYY

49 XXXXY

etc.

Manifestari clinice majore:

o Talie inalta;
Constitutie de tip feminin;
Ginecomastie;
Pilozitate scazuta de tip feminin;
Testicule mici (sub 2 cm la adult), incapabile de a secreta testosteron;
Oligo- sau azoospermie;
Sterilitate primara;

o Retard mintal moderat.

Evolutie: Tratamentul de substitutie cu testosteron induce dezvoltarea caracterelor sexuale
secundare si previne osteoporoza. De reguld, indivizii cu sindrom Klinefelter sunt infertili, dar in
cazurile cu mozaicizm ar putea fi fertili. Riscul de recurenta —1 %. Diagnosticul este bazat pe studiul
cromozomilor (cariotip, FISH); testul Barr este pozitiv.

O O O O O O

Alte sindroame cromozomice

Sindromul Cauza Manifestari clinice majore

Cri-du-chat 5p- Sindrom plurimalformativ congenital: microcefalie,
deficientd mintalda, hipertelorizm, epicant, fante
palpebtale de tip antimongolian, tipat specific datorat
malformatiilor laringelui, malformatii viscerale si
scheletice.

Wolf-Hirschhorn | 4p- Sindrom plurimalformativ congenital: microcefalie,
hipotrofie  staturo-ponderald, dismorfie faciala
caracteristicd, malformatii cardiace grave, retard

mintal sever.
Prader - Willi del (15)(gl1-g13), | Hipotonie = neonatala, dismorfie  craniofaciala
crs patern caracteristicd, obezitate, hipogonadism, retard mintal
moderat, tulburdri de comportament.
Angelman del (15)(g11-g13), | Microcefalie, retard mintal sever, tulburari de mers si
crs matern echilibru, absenta vorbirii, tulburdri de comportament
Williams Del (7) (g11.23) Dismorfie faciald caracteristicad, stenoza aortica,
laxitate articulara, hipostatura, retard mintal, dereglari
psihice
Velo-cardio-facial | Del 22(q11.2) sau | Despicatura palatina, malformatii cardiace, dismorfie
DiGeorge Del 10(p13) faciala caracteristica, hipoplazia paratiroidei si
timusului.
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BOLI MONOGENICE

Bolile si sindroamele monogenice sunt starile patologice determinate de mutatii dominante sau
recesive intr-o singurd gend cu efect major, ce determind o sintezd anormald a lantului polipeptidic
codificat si, prin efect pleiotrop, anomalii de structurd sau functie celulard. Acestea la randul lor vor
determina manifestarea fenotipicd cu o simptomatologie specificd genei date si diverse simptome
secundare. Patologia monogenica mai este numitd monofactoriald datoritd independentei manifestarii
genelor mutante de factorii de mediu. Dar, factorii de mediu pot modula expresia genica si determina o
expresivitate variabild a bolii la diferiti pacienti. O caracteristicd a bolilor monogenice este transmiterea
lor genealogicd mendeliand cu posibilitatea calculdrii riscului de recurentd. Dupa tipul transmiterii
bolile monogenice se clasifica In 5 categorii:

- dominante-autozomale

- dominante X-lincate;

- recesive-autozomale;

- recesive X-lincate;

- mitocondriale.

In general bolile monogenice sunt rare si pot apirea atat prin mutatii mostenite cat si mutatii de
novo. In ansamblu bolile monogenice sunt numeroase (peste 9000 entititi nozologice) si au implicatii
deosebite pe plan medical si social. Majoritatea din ele nu sunt posibil de tratat iar prevenirea lor
necesita teste genetice specifice pentru diagnosticul prenatal.

Distributia bolilor monogenice in dependenta de tipul de transmitere
conform catalogului lui Mc. Kusick

Boli a. 1966 a. 1975 a. 1986 a. 1994 a. 1998 a. 2012
Autozomal 837 1218 2201 4458

dominante

Autozomal 531 947 1420 1730 8005 19769
recesive

X-lincate 119 171 286 412 495 1172
Y-lincate - - - 19 27 59
Mitocondriale - - - 59 60 64
Total 1487 2336 3907 6678 8587 21064

Afectiuni cu transmitere autozomal dominanta
Principalele afectiuni cu transmitere autozomal dominanta sunt:
hipercolesterolemia familiala;
sindromul Marfan;
coreea Huntington;
boala polichistica renala;
neoplazia multipla endocrin;
miotonia congenitala Thomsen,;
neurofibromatoza Recklinghausen;
retinoblastomul;
sindroamele Wiliams, Noonaan si velocardiofacial,

>
>
>
>
>
>
>
>
>
» afectiunile de colagen (osteogeneza imperfecta si sindromul Ehlers-Danlos).
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HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIALA

Este cea mai frecventa afectiune cu transmitere autozomal-dominanta;

are o incidentd de 1 : 500;

etiologia: apare ca urmare a unui defect al |

receptorului lipoproteinelor cu densitate

joasi (LDL), determinat de mutatia genei I +TD 0T+ ,‘TG OTé o-ﬁﬂ

LDLR situata in locusul 19p13;

varsta de debut — dupa 30-40 ani; t [5 6 é i ‘ é ﬁ é 6 ‘ &1] ¢) 55 é

se caracterizeaza prin urmatoarele particularitati clinice:

- xantelasme la nivelul fetei, palpebral, xantoame pe tendoanele extensorilor) tendonul lui Achile);

- cardiopatie ischemica precoce (crize anginoase, infarct de miocard);

- deces prematur prin cardiopatie ischemica (50% din barbati decedeaza — fara tratament — pana la
varsta de 60 ani);

- valori mari ale colesterolemiei — 300-600mg/dl; LDL peste 200mg/dl;

- anamneza familiald pozitiva (alti cardiaci in familie);

diagnostic prenatal prin analiza ADN.

1

SINDROMUL MARFAN

Sindrom autozomal-dominant ce afecteaza tesutul conjunctiv cu expresivitate variabila, dependenta
de factorii de mediu;
are o incidentd de 1 : 10000 — 1 : 15000;
etiologia: apare ca urmare a unei mutatii in gena FBN1 care este situata in locusul 15q21;
debuteaza in primii ani de viata prin:

- cresterea rapida a membrelor cu aspect de arahnodactilie;

- subluxatia de cristalin, cataracta, strabism,

- articulatii laxe cu scolioza si cifoza;

- pectus excavatum sau carinatum;

- afectiuni cardiace (anevrism de aortd);
speranta medie de viata — 40-50 ani;
diagnosticul presiptomatic se bazeaza pe analiza ADN.

COREEA HUNTINGTON
Afectiune neurovegetativd cu transmitere atozomal-dominantd ce se manifestd la indivizii de peste
30-40 ani;
are o incidentd de 1 : 18000;
etiologia: apare ca urmare a unei mutatii dinamice in gena HD ce codifica proteina huntingtina,
situatd in locusul 4p16.3;
mutatia produce atrofia de nucleu caudat, putamen si globus palidus;
manifestari clinice majore:
- tulburari neurologice motorii progresive (coree, distonie);
- in timp apar tulburdri de personalitate si dements;
decesul se produce la 15-20 ani de la debutul clinic;
agregare familiald, afecteaza mai frecvent barbatii;
diagnosticul presiptomatic se bazeaza pe analiza ADN.

ADPKD
Boala Polichistica Renalad de tip Autozomal Dominant este o afectiune multisistemica, caracterizata
prin scdderea rezistentei tesutului conjunctiv si astfel apar modificdri structurale ale organelor
supuse stres-ului presional: tubii nefronali, conducte biliare, perete vascular, ducte pancreatice,
aparat valvular cardiac;

104



are o incidentd de 1 : 1000;

etiologia: apare ca urmare a unui defect in gena PKD1 situata in locusul 16p13.3 (85%) sau PKD2 —

din locusul 4921-22 (15%);

manifestari clinice majore:

- dezvoltarea progresiva si difuza de chisti renali multipli, bilaterali, in toate segmentele tubilor
uriniferi;

- asocierea variabild cu alte anomalii extrarenale (cardiovasculare, digestive) - in special chisti
hepatici;
manifestata de obicei la adult si evoluand frecvent spre IRC;

6 10% din pacientii cu IRCT, admisi in dializa, au ADPKD;

varsta medie la care se atinge IRCT este 55 ani, dar exista variatii individuale;

diagnosticul presimptomatic se bazeaza pe analiza ADN.

MIOTONIA CONGENITALA THOMSEN
Afectiune musculara nondistrofica cu transmitere autozomal-dominata si manifestare congenitala;
frecventa 1:20000-50000 nou-nascuti;
etiologia: apare ca urmare a unui defect in gena CLCN1 ce codificd canalul de clor tip 1 din
muschii scheletici (localizare — 7(35);
manifestari clinice majore:
- afectarea musculara in special la nivelul centurilor scapulara si pelviana;
- slabiciune musculara, astenie fizica marcata;
diagnosticul este sustinut prin electromiograma;
diagnosticul prenatal bazat pe teste ADN.

NEUROFIBROMATOZA RECKLINGHAUSEN
Este o afectiune cu transmitere autozomal-dominanta cu expresivitate variabila;
are o incidenta de 1 : 3000;
etiologia: apare ca urmare a unui defect in proteina neurofiboromina — o GTP-aza ce regleaza
expresia proteinelor RAS, actionand ca o proteind supresoare de tumori; gena NF1 este situatd in
locusul 17q11.2;
debutul clinic in copildrie i pubertate, boala evolueaza in timp;
manifestarile clinice majore:
- prezenta de pete “cafe au lait” cutanate ce apar inca din copilarie;
- neurofibromatoza cutanata si subcutanata;
- modificari ale irisului — noduli Lisch;
- tumori benigne pe traiectul unor nervi;
- anomalii de crestere si dezvoltare, retard mental, HTA secundara (frecvent de natura renalda —
displazie de artera renald);
copii cu neurofibromatoza au un risc crescut pentru leucemia mielomonoclonalad tipul juvenil si
pentru mielodisplazie;
testul prenatal sau presimptomatic este bazat pe analiza ADN.

RETINOBLASTOMUL
Este cea mai frecventd tumord intraoculara cu transmitere autozomal-dominanta, exprimata in
copilarie;
are o incidentd de 1 : 18000 — 1 : 30000;
etiologia: apare ca urmare a unui defect in gena RBI, localizata in 13q14.3, produsul careia
intervine in reglarea ciclului celular si a transcriptiei;
manifestari clinice majore:
- tumoare embrionard cu origine in celulele retinei;
- la adulti se asociaza cu alte neoplazii — sarcomul osteogenic, sarcoamele de parti moi sau
melanoamele;
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- diagnostic prenatal se bazeaza pe testele ADN.

OSTEOGENEZA IMPERFECTA (TIP I - IV)
Este 0 afectiune cu transmitere autozomal-dominantd cu expresivitate variabild ce determind o
predispozitie la deformatii scheletice si fracturi osoase in urma unor traumatisme minime;
are o incidentd de 1 : 10000;
etiologia: apare ca urmare a unui defect in gena COL1AL ce codificd pentru sinteza colagenului tip
I (locus: 17921.31-g22) sau in alte gene ce codifica lanturile procolagenului;
manifestari clinice majore:
Tip | (Boala Lobstein) — forma usoara;
- fragilitate osoasa;
- sclere albastre;
- surditate presenil3;
Tip Il (Boala Vrolik) — forma severa, letald in perioada neonatala;
- fracturi osoase;
- deformatii scheletice;
- sclere de culoare inchisa;
Tip Il — fracturi prezente la nastere;
- deformatii osoase progresive;
- hipostatura;
- sclere albastre;
- tulburari ale dentitiei;
- surditate;
Tip IV — deformatii osoase usoare sau moderate;
susceptibilitate la fracturi;
surditate;
sclere de culoare normala;
- anomalii ale dentitiei;
diagnosticul prenatal prin teste ADN.

SINDROMUL EHLERS-DANLOS
Reprezintd un grup de boli genetice ale tesutului conjunctiv cu transmitere autozomal-dominanta;
are o incidentd de 1 : 5000 — 1 : 50000;
etiologia: apare ca urmare a unui defect in gena COL5AL1 ce codifica colagenul tip V (2q31);
manifestari clinice majore:
- manifestdri cutanate — aspectul hiperextensibil (cutix laxa); texturd moale, catifelatd; aparitia
unor escare atrofice si a echimozelor;
- manifestari articulare — hipermobilitate articulara;
- cifoscolioza;
- anomalii oculare — keratoconus; sclere albastre; subluxatie de cristalin; dezlipirea retinei;
- complicatii — ruptura prematurd a membranelor si hemoragiile pre- sau postpartum;
- ruperea vaselor ce reprezintd o cauza frecventa de deces;
diagnostic prenatal pe baza testelor ADN.

AFECTIUNI CU TRANSMITERE AUTOZOMAL-RECESIVA
Principalele afectiuni genetice cu transmitere autozomal-recesiva sunt:
fenilcatonuria;
fibroza chistica;
boala Wilson;
surditatea nonsindromica recesiva;
hemoglobinopatiile;
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atrofia musculara spinald acuta infantila;
atrofia musculara progresiva a copilului;
trombastenia Glanzmann.

FENILCETONURIA
Reprezinta o hiperfenilalaninemie severa cu transmitere autozomal-recesiva;
are o incidentd de 1 : 10000 nou-nascuti;
etiologia: apare ca urmare a unui defect in gena PAH pentru fenilalaninhidroxilaza, cu localizare
12g24.1; I

e s ge N O—0
manifestari clinice majore: 1 5
- tulburéri neorologice;
- retard somatic si mintal; II ?le—z-l ?Té =T 5 |5
- dementa in formele netratate;
- miros particular al urinei; I11 |£| |£| i (5 (5
- dermatita cronica descuamativa; 1 2 3 4 5 & A7 8

boala se manifestd in copildrie si depinde de dietoterapie (excluderea fenilalaninei din produsele
alimentare);
diagnosticul prenatal sau neonatal prin dozarea fenilalaninei plasmatice sau analiza ADN.

FIBROZA CHISTICA (MUCOVISCIDOZA)

Reprezinta o alterare a functiei exocrine cu producerea de secretii glandulare vascoase ce conduc la

afectare pulmonara cronica si insuficientd pancreatica; patologia are o transmitere autozomal-

recisiva;

are o incidentd de 1 : 2500;

etiologia: apare ca urmare a unui defect in gena CFTR (locus 7q31.2) ce codifica pentru un canal de

clor la nivelul polului apical al celulelor apicale;

manifestari clinice majore:

- lanivel-pulmonar — infectii recurente cu evolutie spre insuficientd pulmonara;

- la nivelul pancreasului — obstructia canalelor pancreatice, deficienta enzimelor pancreatice si ca
rezultat — afectarea digestiei;

- cresterea concentratiei de sodiu si clor in secretiile sudorale;

- tulburari gastrointestinale — ileus meconeal (la 10-25% dintre nounascutii cu FC);

- absenta congenitala bilaterala a vaselor deferente la baieti (95% de cazuri);

- supravietuirea medie este de 25 — 30 de ani;

- diagnosticul prenatal prin teste de ADN.

BOALA WILSON

reprezintd o degenerescentd hepato-lenticulard cu tansmitere autozomal recesiva.

Are o incidentd 1 : 100000;

etiologia: apare ca urmare a unui defect in gena ATP7B localizata pe crs. 13q14.3, ce determina

tulburari in transportul cuprului cu scadere a capacitatii de Incorporare a cuprului in ceruloplasmina

si scaderea secretiei biliare; cuprul se acumuleaza in ficat producidnd leziuni la acest nivel; se

depune in creer, rinichi.;

manifestari clinice majore:

- debuteaza la persoanele tinere cu afectare hepatica si tulburai neurologice;

- afectiunea hepaticd are o evolutie ciclicd cu caracterul unei hepatopatii cronice (icter, astenie,
inapetentd) cu citoliza;

- poate asocia anemie hemolitica;

- manifestarile neurologice — tremor fin al extremitatilor, coree, dizartrie, imposibilitate de a
coordona miscarile;

- manifestari psihice cu alterarea personalitatii (schizofrenie), scaderea performantelor scolare la
copii;
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- semn specific — prezenta inelului Kayser-Fleischer.
- supravietuirea depinde d gradul de afectare a ficatului; ciroza hepatica — cauza frecventa de deces;
- diagnosticul prenatal prin teste de ADN.

HEMOGLOBINOPATIILE

- Reprezintd un grup heterogen de patologii, cu transmitere autozomal - recesiva, determinate de
diverse variante ale Hb, care induc tulburari prin afectarea structurii si functiei hematiilor;

- etiologia: apar ca urmare a unor mutatii in doua familii de gene:

- familia alfa-globinelor localizata pe crs. 16 p, formata din 4 gene functionale (¢, o, o, 8%);

- familia beta globinelor — pe crs. 11 p, cuprinde 5 gene functionale
- se disting diferite forme de hemoglobinopatii - hemoglobinoza S, hemoglobina C, talasemiile.

Hemoglobinoza S apare ca urmare a inlocuirii acidului glutamic din pozitia 6 a lantului f cu
valina. Boala se poate manifesta la homozigoti si heterozigoti — prin anemie drepanocitara. Clinic —
copiii aa sunt icterici, cu intirziere de crestere, dureri osoase, peste 50% au splenomegalie. Pacientii
prezintd eritrocitele In formd de secerd, viscozitate sanguind, staza si risc de tromboze vasculare.
Diagnosticul — pe baza datelor clinice, hematologice, electroforezei Hb, diagnosticul prenatal — analiza
ADN.

Hemoglobina C apare prin inlocuirea acidului glutamic (6, lant ) cu lizina, se caracterizeaza
printr-o solubilitate scazuta, clinic — anemie hemolitica grava, splenomegalie si icter cutaneo-mucos,
hematologic-eritrocite “in tinta”.

Talasemiile — detrminate de afectarea sintezei lantului o sau 3 a Hb, ce reprezintda modificari
cantitative. In dependenti de defectul molecular se manifesti de la forme usoare pani la forme grave,
letale de anemie. Beta — talasemia majora Cooley - se manifesta precoce, in primul an de viata cu retard
de crestere, paloare a tegumentelor, hepatosplenomegalie compensatorie, hiperplazia medulara, in
special la nivelul oaselor fetei si craniului - aspect caracteristic de “craniu 1n perie”, la nivelul oaselor
lungi - subtiere a corticalei cu risc crescut de fracturd, pacientii fac usor infectii intercurente.
Diagnosticul clinic, hematologic, anamneza familiala (parinti heterozigoti cu semne usoare de anemie),
diagnostic prenatal — teste ADN.

ATROFIA MUSCULARA SPINALA ACUTA INFANTILA

- Afectiune gravd, ce se manifestd precoce prin hipotonie musculara, retractia spatiului intercostal in
timpul inspiratiei, tuse ineficiente, areflectivitate, cu transmitere autozomal-recesiva;

- etiologia: apare ca urmare a unui defect in gena localizata pe crs. 5q13.2;

- moartea survine In primii doi ani de viata;

- diagnosticul pe baza biopsiei musculare si electromiogramei;

- diagnosticul prenatal — pe baza testelor ADN.

AFECTIUNI CU TRANSMITERE RECESIVA X - LINCATA

DISTROFIA MUSCULARA DUCHENNE (DMD) — afectiune cu debut in prima copilirie, de obicei
sub varsta de 5 ani, cu afectarea muschilor centurilor, se asociaza cu retard mental. Criteriile de
diagnostic sunt dozarea creatinkinazei (crescutd), electrocardiograma si biopsia musculara.
DISTROFIA MUSCULARA BECKER (DMB) — afectiune cu debut in a doua copilarie, fiind
asemandtoare simptomatic cu DMD, dar cu o supravietuire mai mare si fara retard mental.

DMD si DMB se transmit XR, gena DMD afectatd fiind localizatd pe bratul p (Xp21). Proteina
codificatd de aceastd gena se numeste distrofina: face parte din clasa spectrinei (din citoscheletul
celular).

Studiile electroforetice in vitro pe biopsiile musculare de la pacientii cu DMB au aratat o
diminuare a conductantei clorului sarcolemal. Repausul in conductanta clorului pentru fibra musculara
sintetica contribuie la repolarizarea potentialelor de actiune in tesutul dat, iar reproducerea lor conduce
la instabilitate electrica.
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Astfel, genele canalelor de clor din fibra musculara par a fi cele mai indicate in explicarea
acestor modificari.

Fiind o maladie XR, se manifesta in special la baieti, mama fiind purtitoare de gena patogena. In
astfel de cazuri diagnosticul prenatal se poate face prin detectarea genei mutante in vilozitatile coriale,
folosind RFLP intra- si extragenic.

HEMOFILIILE A SI B
Hemofilille A si B sunt afectiuni XR; genele o——m
mutante responsabile sunt localizate pe bratul lung 1 2
(Xqg28), avand ca urmare deficitul factorilor VIII si I é) é)— O
respectiv IX, componente ale caii intrinseci a 1 713 A5 |3
coagularii. Ifl é)
Boala afecteaza 1 din 5000 de baieti. I Z 0 ) E ;

Hemofilia A este de 10 ori mai frecventda ca
hemofilia B.

Aspectul clinic al hemofiliei A depinde de gradul de activitate a factorului VIII si se exprima in
4 forme:

Forma Concentratia Manifestari clinice
factorului VIII

Severa <1% Singerare spontand si dupd circumcizie. Hemartroze
repetate. Deformari articulare.

Moderata 1-5% Hemartroze ocazionale. Deformari articulare rare.

Usoara 5-20% Sangerare rara: dupd interventii chirurgicale,
stomatologice, dupa traumatisme.

Ascunsa >25% Se includ si purtatoarele genei patologice.

Diagnosticul prenatal al hemofiliilor se bazeaza pe stabilirea sexului, analiza ADN 1in vilozitatile
coriale si dozarea factorului VIII sau IX in sangele fetal.

PROFILAXIA BOLILOR EREDITARE
Profilaxia primara constd in evitarea conceptiei sau nasterii copilului cu anomalie grava,
incurabild prin diverse masuri ce tintesc:
— micsorarea procesului mutational;
— limitarea conceptiei in cazurile cu risc 100% sau Intreruperea sarcinii dupa diagnosticul
prenatal;
— diagnosticul preimplantiv cu selectia produsilor de conceptie mutanti in cazurile de
fertilizare in vitro;
— terapie genica germinala sau somatica cu revenirea la genotip normal.
Profilaxia secundard cuprinde o serie de inrerventii pentru prevenirea / atenuarea maniferstarii
complicatiilor la indivizii cu mutatii patologice:
— masuri terapeutice perinatale i in timpul sarcinii;
— diagnosticul preclinic cu aplicarea terapiei de prevenire a complicatiilor;
— excluderea factorilor ce pot provoca aparitia bolilor cu predispozitie genetica;
— terapie de substitutie / dietoterapie / transplant de tesut .... pentru fiecare caz in
particular.
Profilaxia eficienta poate fi relizata in cadrul unui centru specializat de consult genetic.

Diagnosticul prenatal cu scop de prevenire a bolilor genetice sau AC grave are ca scop
depistarea anomaliilor congenitale sau a bolilor genetice la embrion sau fat. Se realizeaza in cazurile de
sarcini cu risc teratogen sau genetic (anamneza familiala sugestiva) si poate fi ca metoda de screening
populational.
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Diagnosticul prenatal necesita respectarea principiului de siguranta si precizie si se poate

realiza numai in cadrul unui centru specializat de consult genetic.

Strategii de terapie a bolilor genetice
Pentru atenuarea consecintelor patologice a unor mutatii se aplica diverse stratetii de tratament

simptomatic, corectie a tulburdrilor metabolice, ce actioneazad asupra proteinei deficitare, transplante
de organe, terapii celulare. Terapia genica are ca scop Corectia cauzei bolii — mutatiei genice.
Terapia genicad reprezintd modificarea genetica a celulelor afectate prin substitutia genei mutante
amorfe cu o gend normald sau inhibarea unei gene patologice sau ARNm mutant. Terapia genica
poate fi realizata la nivelul celulelor somatice sau celulelor germinale (interzis). Boli candidate
pentru terapia genica sunt:

- Deficienta ADA — SIDC (deficienta de adenozindezaminaza implicata in

sindromul imunodificientei combinate);

- Hemofilia B;

- Fibroza chistica;

- FH (hipercolesterolemia familiald);

- Cancerul.

SFATUL GENETIC
Sfatul genetic este actul medical specializat si complex prin care se determind probabilitatea

(riscul) ca o boala ereditara sau partial ereditard sa se manifeste sau sa reapara intr-0 familie. Sfatul genetic
este atributia medicului genetician si se acorda la solicitarea persoanelor interesate, deoarece prin
calcularea riscului si stabilirea conduitei ulterioare, sfatul genetic are rol important in profilaxia bolilor
genetice. Dupd calcularea riscului de recurentd §i comunicarea acestuia, trebuie avutd in vedere
posibilitatea efectuarii diagnosticului prenatal, precum si intreruperea sarcinii cand se considera ca riscul
este prea mare.

Necesitatea actuald a sfatului genetic este determinata de 2 conditii:

1. Diferitele substante poluante din mediul urban, precum si iradierea accidentald, profesionald sau
diagnosticd in timpul sarcinii pot duce la aparitia de mutatii si deci a bolilor genetice. Datorita cresterii
frecventei bolilor genetice, cresc si morbiditatea, mortinatalitatea §i mortalitatea infantild prin boli
genetice.

2. Datorita interventiei medicinii moderne persoanele cu boli genetice pot supravietui pand la varsta de
adult si deci pot transmite boala genetica la descendenti.

Ideal, sfatul genetic ar trebui solicitat in urmatoarele situatii:

* Premarital:

1. Unul sau ambii parteneri au anomalii congenitale sau boli genetice;

2. Parteneri sandtosi, dar unul sau ambii au rude apropiate cu boli genetice (frati, parinti, bunici,
unchi-matusa, verisor);

3. Parteneri sanatosi, dar doresc o casatorie consangvina,

4. Persoane expuse accidental, profesional sau terapeutic la agenti teratogeni sau mutagent;

5. Cupluri care se casatoresc tarziu sau planifica s aiba copii la mai mult de 35 ani;

* Postmarital (cele mai frecvente solicitari):

1. Nasterea unui copil malformat sau cu o boala geneticd;

2. Cupluri cu copii nascuti morti sau avorturi spontane repetate;

3. Femei care necesita:
a. doze mari de medicamente care pot afecta dezvoltarea fatului;
b. femei care au avut boli infectioase virale (rubeold);
c. radiografii pe micul bazin, vaccinari.
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Sfatul genetic se acorda in centre specializate de genetica medicald, de cétre o echipd complexa de
specialisti (genetician, obstetrician, pediatru, chirurg pediatru, endocrinolog etc). Centrul trebuie sa fie
dotat cu un laborator bine utilat pentru a efectua investigatiile necesare unui diagnostic corect si complet.

Metodologia sfatului genetic
¢ Stabilirea diagnosticului precis clinic si paraclinic (date biochimice, radiografii, echografie, ECG,
EEG etc) ;
¢ Stabilirea autenticitatii filiatiei si a caracterului genetic al bolii prin:
O Ancheta familiala, care va incerca atat depistarea bolnavilor, cat si a purtatorilor de gena
anormala pe baza analizei arborelui genealogic;
O Explorari genetice (masuratori antropometrice, cromatina sexuala, cariotip, Southern blot, PCR
etc).
¢ Cunoasterea datelor din literatura de specialitate, mai ales frecventa de aparitie a bolii In populatia
respectiva.
¢ Calcularea riscului de recurenta presupune folosirea unor notiuni de calcul al probabilitatilor.

Tipuri de risc:
a. Total 100% in:
Boli monogenice: - bolnav + bolnav in anomalii recesive;
Boli cromozomice: - translocatii reciproce echilibrate intre cromozomi omologi

b. Foarte mare 50-75% in:
Boli monogenice: - bolnav + sanatos heterozigot in anomalii recesive (50%);;
- bolnav + bolnav in boli dominante autozomale cu penetranta
completa (75%);
- bolnav + sdndtos in boli dominante autozomale cu penetranta
completa (50%);

c. Mare - 25% - in boli monogenice: - heterozigot + heterozigot in anomalii recesive;

d. Moderat 10 - 25% in:

Boli monogenice: - boli dominante cu penetranta redusa;
Boli poligenice: - in situatia cand exista mai multe persoane afectate in familie;
Boli cromozomice: - translocatii intre cromozomi diferiti;

e. Mic, mai putin de 5% in:
Boli poligenice: - In situatia cand exista o singura persoana afectata in familie;
- malformatii;

Risc 0% nu existd. Riscul minim este de 3,2% .

Acordarea sfatului genetic
Sfatul genetic trebuie sa precizeze:
a. Natura si consecintele bolii;
b. Riscul de recurenta;
c. Mijloacele de modificare a consecintelor;
d. Mijloacele de prevenire a recurentei (diagnostic prenatal, sfat).

Raspunsul celui care da sfat genetic trebuie sd fie explicit, obiectiv, personalizat in functie de
pacient, modulat dupa contextul psihologic creat de gravitatea handicapului, varsta de procreere, varsta
sarcinii, prezenta altor copii normali sau anormali, echilibrul psihologic al cuplului.

Medicul trebuie sa informeze, nu sa decida.

Latura psihologica a sfatului genetic este deosebit de importanta.
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Dupa acordarea sfatului genetic pot fi stabilite masuri de ingrijire ulterioara:
a. Trimitere la specialisti corespunzatori, agentii de sanatate, grupuri de sustinere;
b. Continuarea evaluarii clinice daca este indicata;
c. Continuarea sustinerii prin sfat genetic dacd este indicata.

In boli monogenice calcularea riscului de recurenta se face pe baza legilor ereditatii (gene mutante
cu efecte majore ce se transmit dominant sau recesiv, autozomal sau gonosomal).

In boli poligenice se calculeaza "riscul empiric", stabilit pe baza studiilor populationale.

In boli cromozomice in aprecierea riscului de recurentd trebuie tinut cont de mecanismul de
producere (nedisjunctie, translocatie intre cromozomi omologi sau neomologi etc). (Vezi Cap.Anomalii
cromozomice).

APARITIA UNOR COPII BOLNAVI DIN PARINTI SANATOSI

Aparitia unor copii bolnavi din parinti sanatosi determina adesea o adevarata drama familiala fiind
o situatie frecventd ce implica sfat genetic in practica obisnuitd a geneticii medicale. Cauzele acestui
eveniment nedorit pot fi foarte diverse si explica riscul diferit de recurenta in diferite familii.

1. Boli recesive autozomale sau gonosomale cu parinti sdnatosi, dar purtatori (risc 25 % sau 50 %).

Se intalneste Intdmplator, dar mai frecvent 1n legaturile consanguine.

2. Boli dominante cu penetrantd incompletd (dominanta neregulatd) in care unul din parinti este

heterozigot nemanifest (risc variabil 20 - 30 %).

3. Boli recesive cu heterogenitate genetica (gene diferite determina acelasi aspect fenotipic). Ex:

surditatea congenitald (surdomutitatea), retinitd pigmentara etc. Riscul este de 50 % iar transmiterea

mimeaza o transmitere dominanta neregulata.

4. Anomalii poligenice in care parintii sunt sandtosi, dar copilul mosteneste un numar de gene de

risc ce depaseste pragul. Riscul variabil este de 4 - 10 % .

5. Mutatie noud. Riscul este variabil de la neglijabil pand la foarte mare in functie de existenta

actiunii factorului mutagen.

6. Factorii de mediu teratogeni (medicamente, substante chimice, infectii) pot determina anomalii

(malformatii) neereditare dar cu manifestare congenitala. Riscul poate fi neglijabil in cazul in care

se elimind agentii teratogeni.

ROLUL CONSANGVINITATII iN TRANSMITEREA RECESIVA
Consangvinitatea (casatorie intre rude de sange) creste riscul intlnirii a doi parinti sanatosi dar
purtatori ai unei gene recesive anormale si duce la aparitia unor copii bolnavi de boli recesive. Acest lucru
se explica deoarece Intr-o familie in care existd o persoana cu o anomalie recesiva, frecventa heterozigotilor
pentru aceasta gend anormald este mult mai mare decat in populatia generald datorita fondului genetic
comun al persoanelor inrudite.
In bolile recesive este important a se calcula:

¢ COEFICIENTUL DE iNRUDIRE:
% reprezintd probabilitatea a doi indivizi de a prezenta o anumita gena mostenita de la un stramos
comun:
* coeficientul de inrudire se noteaza cu r;
* el se calculeaza folosind urmédtoarea formula:

. l (inl+n2+1)
2
r = coeficient de inrudire;

nl = numarul de generatii situate Intre unul dintre cei doi indivizi si stramosul comun;
n2 = numarul de generatii situate Intre al doilea individ si stramosul comun.

* exemple de coeficienti de inrudire:

112



O -rude de gr. | - parinti/copii; frate (sord)/frate (sora) - au r = 1/2
O -rude de gr. Il - bunici, matusi, unchi - au r = 1/4
O -rude de gr. Il - veri primari - au r = 1/8.

¢ COEFICIENTUL DE CONSANGVINITATE:

* Coeficientul de consangvinitate se calculeazd pentru indivizii rezultati in urma casatoriei a
douad persoane inrudite.

* Coeficientul de consangvinitate al unui individ este probabilitatea acestuia de a prezenta
pentru un locus dat din genomul sdu doud gene alele identice mostenite de la un stramos
comun.

* Coeficientul de consangvinitate se noteaza cu F

* Coeficientul de consangvinitate se poate calcula prin doud formule:

¢ 1in cazul in care membrii cuplului consanguin prezintd un singur cuplu de stramosi

comuni:

7y L
F—2:-c|3-{4

= F = coeficient de consangvinitate;
= r = coeficient de inrudire.

¢ in cazul in care membrii cuplului consanguin prezintd mai multe cupluri de stramosi

comuni:
{
N1
(3]

= F = coeficient de consangvinitate;

=>n = numarul de indivizi prezenti intr-o bucld care incepe la nivelul unui
stramos comun, merge pe linie descendentd pana la copilul rezultat in urma
unei cdsdtorii consanguine, trecand pe la unul dintre membrii acestui cuplu
consanguin si se Intoarce pe linie ascendenta pana la acelasi stramos comun,
trecand pe la al doilea membru al cuplului consanguin.

n-1)

NOTA:

| n se calculeaza pentru toti strimosii comuni |

* De obicel cu cat o boalad recesiva este mai rard cu atat consangvinitatea la pdrinti este mai
frecventa.

TESTAREA GENETICA

Testarea geneticd este o metodd de studiu ce identificd genotipurile asociate cu o anumita
afectiune sau predispozitie la boald sau care pot duce la aparitia unor boli la descendenti. Scopul testarii
genetice consta in identificarea urmatoarelor categorii:
- Persoane afectate (cit mai precoce pentru o cit mai prompta interventie terapeuticd);
- Purtétori sdnatosi heterozigoti (pentru afectiuni recesive);
- Purtatori sdnatosi de gend mutantd dominanta (pentru afectiuni dominante cu debut tardiv);
- Persoane cu predispozitie genetica pentru boli cu determinism multifactotial.

In dependenti de caz, scopul final al acestei identificari este alegerea unei optiuni reproductive
optime sau acolo unde este posibil un tratament precoce. Testarea genetica este parte componenta a
screeningului neonatal, populational sau familial.
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Screening-ul neonatal

Reprezintd programul de depistare presimptomaticd si de prevenire a unor boli genetice. Are
drept scop depistarea nou-nascutilor cu anumite boli genetice nemanifestate la nastere, boli a caror
evolutie poate fi controlatd si eventual opritd prin terapie adecvata si initiatd precoce. Constituie o
strategie eficientd de sdnatate publica, aplicabild pentru unele afectiuni tratabile precum fenilcetonuria,
hipotiroidismul congenital si galactozemia.

Pentru alte tipuri de afectiuni, programele de screening variaza de la o tara la alta, in functie de
prevalenta afectiunilor ce pot beneficia de ameliorari terapeutice prin depistare precoce: mucoviscidoza
(frecventa in Europa), anemia falciforma (frecventa la afro - americani), maladia Tay Sacks (frecventa
la evreii ashkenazi); thalasemia (frecventa la populatia circum - mediteraniand); depistate neonatal,
acestor afectiuni li se poate influienta evolutia, depistarea lor putand constitui factor de decizie pentru
sarcinile ulterioare.

Exista deja protocoale specifice pentru o serie de afectiuni:

Screening-ul pentru fenilcetonurie, aplicabil nou-nascutilor, se realizeaza prin testarea nivelului
fenilalaninei in ser in primele 4-5 zile dupa nastere, sensibilitatea testului fiind de 98%, iar specificitatea
practic de 100%.

Screening-ul neonatal in hipotiroidia congenitald se bazeaza pe: detectarea imunologica a
hormonilor tiroideni sanguini care prezintd valori scazute; testele moleculare de screening neonatal si de
depistare a heterozigotilor sunt cel mai frecvent aplicate.

Efectuarea screening-ului neonatal la anemia falciforma in zonele afectate cu predilectie se
realizaeazd pe baza tabloului hematologic si prin diagnostic ADN.

DIAGNOSTICUL PRENATAL
Este necesar in cazul sarcinilor cu risc crescut, identificate prin screening sau In urma consilierii
genetice a cuplurilor parentale cu risc. Un diagnostic prenatal complet va impune consultari
interdisciplinare (obstetrician, pediatru, genetician, neonatolog etc.).

Cuplu cu risc genetc

@ Sfat genetic

Femeie insarcinata
@ USG embrionului ffatului

' '

Embrion/fat N Embrion/fat cu AC

Test ADN Test crs Lichid La deciziglcupluiui
amniotic
- e / \ Te'rapliael“ Intreruperea
orma . nomalie P
l\:tl.ltlatlt? "Drmalcrumuzumialé perinatala sarcinil
patologica Hormal  Defect
metabolic

Desi diagnosticul prenatal constituie o sursa de disconfort pentru mama si chiar o sursa de risc
vital pentru fat, acesta rdmane un instrument predictiv extrem de eficient in epidemiologia bolilor
genetice, permitand in unele situatii evitarea nasterii unui copil malformat.

Existand riscurile citate mai sus, efectuarea diagnosticului prenatal impune indeplinirea unor
criterii clar definite:
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- severitatea malformatiei: neindoielnica in cazul prezumptiei de sindromDown (sau alte anomalii
trisomice), defecte de tub neural deschis sau boli metabolice neurodegenerative, decizia ramane
discutabild in alte situatii (defecte ale membrelor, despicatura labio- maxilo — palatind), in care
intelectul si durata de viata pot raméne neafectate; zona geografica poate fi decisiva pentru unele
afectiuni, impactul malformatiei fiind diferit receptat in functie de particularitatile socio-culturale
zonale;

- existenta unui tratament satisfacator: astfel, fenilcetonuria poate raimane fara consecinte
neuropsihice in tarile 1n care exista posibilitatea detectiei prenatale prin analiza moleculara si a unet
diete specifice corespunzatoare, in timp ce galactozemia afecteaza sever ficatul in majoritatea
cazurilor;

- acceptarea prealabild de principiu a Intreruperii sarcinii de catre cuplu si comunitate ca sanctiune
terapeutica in cazul confirmarii unei malformatii grave;

- existenta unui test diagnostic prenatal cu dezabilitate satisfacatoare; stabilirea existentei unui risc
genetic semnificativ la consilierea genetica prealabila sarcinii.

Metoda utilizatd poate varia in functie de varsta sarcinii §i tipul afectiunii implicate (boala
cromozomicd, monogenicd sau alt tip de anomalie congenitald). Pot fi necesare atit metode invazive
care comporta risc abortiv (caz in care acordul ambilor parinti este obligatoriu).

Indicatiile pentru diagnostic prenatal:

- varsta maternd gestationala peste 35 de ani (risc de nondisjunctie cromozomica meiotica-gameti
anormali);

- istoric familial pozitiv (defecte de tub neural, boli cromozomice, boli monogenice depistabile prin
diagnostic enzimatic/ ADN, anomalii morfologice congenitale);

- sarcini anterioare cu anomalii cromozomice;

- teste screening pozitive sugestive;

- un parinte cu anomalie cromozomica echilibrata cunoscuta;

- expunere la agenti teratogeni cunoscuti in cursul sarcinii (in special in trimestrul I);

- boli cronice materne cu posibil impact asupra fatului (prin deficientele functionale organice sau
prin medicatia folositd).

Diagnosticul prenatal cuprinde atat metode noninvazive, cat si metode invazive, acestea din urma
avand 1nsa risc abortiv.

METODE NONINVAZIVE

Echografia are ca scop identificarea unor anomalii fetale structurale: defecte de tub neural,
malformatii congenital de cord, anomalii scheletice, renale etc.

Detectia celulelor fetale in circulatia materni, metoda la limita dintre cercetare si practica
medicald, se bazeaza pe aparitia In singele matern a anticorpilor fatd de celulele trofoblastice sau
sanguine (trombocite, leucocite) incd din primul trimestru de sarcind. Metologia poate fi utila atit in
determinarea sexului produsului de conceptie (important in transmiterea bolilor legate de cromozomul
X), dar si in boli monogenice cu transmitere autozomald precum si In anomalii cromozomice de tip
aneuploidie. Poate fi utilizata ca test screening 1n grupuri tintd speciale cu risc crescut .

Detectia ADN-ului fetal in plasma materna — acest ADN, provenind din apoptoza celulelor
fetale, ar fi in cantitate mai mare decat cel izolat din celulele fetale si in consecinta, mai usor de detectat.

METODE INVAZIVE SUB CONTROL IMAGISTIC
Fetoscopia - efectuata in saptamanile 17-20 de sarcina permite vizualizarea endoscopica a fatului,
recoltarea de sdnge ombilical din cordon, biopsia tegumentara (in suspiciunea de epidermoliza buloasa,
ichtioza, hiperketatoza, in afara acestor facilitati diagnostice, metoda permite si proceduri terapeutice
precum transfuzia sanguind in vena ombilicald in caz de necesitate. Prezinta insa risc semnificativ (5-
10%) de avort spontan, nastere prematura, pierdere de lichid amniotic, infectare de lichid amniotic.
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Cordonocenteza prin PUBS (percutaneous umbilical blood sampling) consta in punctionarea
transabdominala echoghidatd a cordonului ombilical inca din saptamana 17 de gestaiie. Se practica in
urmatoarele situatii:

- boli cromozomice ce necesitd o analizd cromozomica rapidd (prin amniocinteza sunt necesare
culturi celulare, ceea ce intarzie diagnosticul);

- boli monogenice caracterizate prin sinteza de proteine anormale specifice: hemoglobinopatii (tip
thalasemie), hemofilie;

- suspiciune de infectie fetald (in caz de infectie maternd virala — rubeold, virus citomegalic — sau
bacteriana);

- incompatibilitate de grup sanguin (in cazul confirmarii fiind posibilda transfuzia sau
exsanguinotransfuzia ,,in utero”);

- deficite imunologice.

Riscul de avort spontan si nastere prematurd este mai redus in cazulfetoscopiei, desi ramane
semnificativ (aproximativ 2% deoarece se practica cu ac subtire, motiv pentru care aceasta metoda tinde
sd Tnlocuiasca fetoscopia.

Amniocenteza - constd in aspirarea transabdominald de lichid amniotic sub ghidaj echografic.
Permite efectuarea de cariotip (rezultat tardiv insd, deoarece implicd culturi celulare), analiza ADN,
determindri biochimice. Celulele amniotice prelevate permit
studierea cromozomilor (cariotipului) pentru identificarea
rearanjamentelor structurale, a mozaicurilor si a aneuploidiilor,
cu interpretare viciabild insd prin contaminarea cu celule
materne sau, In cazul sarcinilor gemelare, prin confuzie cu
celulele celuilalt fat, datorita punctionarii din greseala a sacului
amniotic al acestuia. Alte surse de eroare tin de tehnicd sau de
prezenta mozaicurilor cromozomice, linia anormala tinand, in
acest din urma caz, nu de celulele fetale ci de cele
extraembrionare. In plus, prelevarea de celule amniotice face
posibil studiul ADN, necesar in unele boli genice, cum ar fi: fibroza chisticd de pancreas, hemofilia,
distrofia musculara Duchenne, sindromul X fragil, rinichiul polichistic etc. Din lichidul amniotic se pot
face analize biochimice in vederea identificarii de proteine anormale caracteristice unor enzimopatii
(fenilcetonuria, tirozinemia galactozemia, polizaharidozele etc.).

Riscurile fetale ale amniocentezei sunt reprezentate de:

- avort— 1% (in caz de manevre repetate poate atinge 10%);
- chorioamniotita;
- pierderi de lichid amniotic.
Riscurile materne nu sunt neglijabile:
- hemoragii vaginale;
- izoimunizare Rh.

Punctia vilozitatilor choriale (CVS) -

placenta primitiva (corionul) derivand din

-~ Dblastocist ca si embrionul, punctia vilozitatilor

X /, choriale efectuatd in saptamanile 9-11 de sarcina,

5 BT (niciodatd mai devreme) sub control ecografic,

T T cameren transabdominal sau transcervical, permite, prin

: studierea biopunctatului obtinut, diagnosticul in

: j ) caz de:

| __——_ boli cromozomice — prin metoda FISH (pe celule

interfazice, identificindu-se eventuale mozaicuri cromozomice, precum si aneuploidii ce intereseaza
cromozomii 13, 18, 21, X, Y) sau prin PCR pentru identificarea unor marcheri specifici cromozomici.

boli moleculare prin analiza ADN-ului ce permite fie detectia directd a mutatiei (distrofia amiotrofica,
mucoviscidoza, sindromul X fragil, sicklemia), fie detectia indirecta (prin analiza de inlantuire — in
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hemofilie), fie combinarea ambelor metode (neurofibromatoza, coreea Huntingron, distrofia musculara
Duchenne, cancerul mamar familial, hemocromatoza).
Avantajele metodei:

- diagnostic precoce (trimestrul I de sarcinad);

- decelarea (in 1-3% din cazuri) de mozaicuri cromozomice adevarate (dar celulele fetale pot fi
contaminate cu celulele materne ceea ce preteaza la confuzii; in plus, pot exista alte facte derutante);
se impune monitorizarea sarcinii si efectuarea cariotipului din celulele fetale obtinute prin
amniocenteza si cordono-centeza.

Riscurile constau in:

- avort (risc superior amniocentezei);

- anomalii ale membrelor (de aceea metoda este interzisa inainte de saptamana a 9-a de gestatie);

- pierderi de lichid amniotic,

- sangerari vaginale.

Placentocenteza transabdominala - este un echivalent al punctiei vilozitatilor coriale, utila in
trimestrele Il si III de sarcind in caz de oligohidraminos, cand celelalte metode (amniocenteza,
cordiocenteza, PUBS) sunt practic contraindicate. Punctia vilozitdtilor choriale avand indicatii
asemanatoare amniocentezei (dar un termen diferit), s-ar impune 0 contrapunere amniocenteza versus
CVsS.

PROBLEME ETICE IN TESTAREA GENETICA

Testarea genetica este una din cele mai importante aplicatii ale cunostintelor obtinute din
Proiectul Genomului Uman si reprezintd analiza ADN-ului, cromozomilor, proteinelor si a unor
metaboliti umani pentru detectarea bolilor transmise ereditar, mutatiilor, identificarea purtatorilor,
stabilirea diagnosticului sau prognosticului prenatal si clinic, monitorizarea si screeningul prenatal si al
nou-nascutilor.

Principiile eticii identificate de Comitetul de Apreciere a Riscului Genetic din USA. (CommiTTee
on Assessing Genetic Risks) se referd la dreptul la autonomie, intimitate, confidentialitate si echitate.
Pe baza acestor principii, Comitetul a emis urmatoarele recomandari:

- Screeningul nou-nascutilor nu poate fi avizat fara dovada necesitatii lui pentru detectia si
tratamentul efectiv al bolilor specifice.

- Testarea copiilor se face numai in cazul bolilor pentru care exista i este necesar tratament curativ
sau preventiv.

- Confidentialitatea poate fi elucidata, prin dezvaluirea diagnosticului la rude, numai cand ne
asteptdm la lipsa unei dezvaluiri voluntare $i numai in situatiile cand existd o Tnaltd probabilitate de
afectare ireversibila sau/si fatald a rudelor in lipsa acestei dezvaluiri

- Falsa paternitate poate fi relevata exclusiv mamei (nu si partenerului acesteia).

- Informatia genetica, privitoare la statusul de purtator al solicitantului / consultantului nu poate fi
dezvaluita partenerului fara consimtamantul consultantului.

- Legislatia ar trebui astfel adoptatd incat riscurile genetice sa nu fie luate in considerare la luarea
deciziei de asigurare medicald sau privind costul acesteia.

- Legislatia ar trebui astfel adoptata incat informatia geneticd sd nu poatd fi accesatd de catre
angajatorul prospectiv sau existent, decat in cazul in care poate influenta exercitarea atributiilor
profesionale.
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