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(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la medicind, in
special la genetica moleculara si poate fi
utilizatd pentru stabilirea riscului dezvoltarii
malformatiilor congenitale cerebrale folat-
dependente la copii.

Esenta inventiei constd in aceea ca se
preleveaza sange de la mama si se stabileste
prezenta mutatiilor in genele ciclului folatilor,
si anume MTHFR677, MTHFRI1298,
MTR2756, MTRR66 prin reactia de
polimerizare in lant. In cazul in care se

2
determind prezenta de mutatie in una din gene,
se stabileste un risc scizut de dezvoltare a
patologiei, in cazul in care se determina
prezenta de mutatie In doua gene, se stabileste
un risc mediu de dezvoltare a patologiei, iar in
cazul in care se determind prezenta de mutatie
in trei sau toate genele, se stabileste un risc
major de dezvoltare a malformatiilor
congenitale cerebrale folat-dependente la copil.

Revendicari: 1



(54) Method for determining the risk of developing folate-dependent congenital

brain malformations in children

(57) Abstract:
1

The invention relates to medicine, in
particular to molecular genetics, and can be
used for determining the risk of developing
folate-dependent congenital brain
malformations in children.

Summary of the invention consists in
that blood is taken from the mother and the
presence of mutations in the folate cycle genes,
namely MTHFR677, MTHFR1298, MTR2756,
MTRRG66, is determined by means of a chain
polymerization reaction. If the presence of a

2
mutation in one of the genes is determined, a
low risk of developing pathology is
established, if the presence of a mutation in
two genes is determined, an average risk of
pathology is established, and if the presence of
a mutation in three or all genes is determined, a
high risk of development of folate-dependent
congenital brain malformations in a child is
established.
Claims: 1

(54) MeToa onpeaesieHlsi pUCKa pa3BUTHSA (0J1aT-3aBHCHUMBIX BPOKIEHHBIX

IMMOPOKOB Ir0JIOBHOI'0 MO3ra 'y JeTen

(57) Pedepar:
1

H3obpeTeHne OTHOCUTCS K MEAUIIUHE,
B YaCTHOCTH K MOJICKYJSIDHOH TEHETHKe, M
MOJKET OBITh HCIOJB30BAHO JJISI OMPEICIICHHUS
pucka pa3BUTHS (dosaT-3aBUCUMBIX
BPOXICHHBIX IMOPOKOB TOJOBHOIO MO3ra y
JeTeit.

CymHOCTh H300pPETeHHSI COCTOUT B
TOM, YTO JEJaroT 3a00p KPOBH y MaTepH H
YCTaHABIMBAIOT HAIWYHMS MYyTalUid B TeHax
tdomatHoro 1mkima, a wMeHHo MTHFR677,
MTHFR1298, MTR2756, MTRR66
MOCPENICTBOM peaxm LIETTHOM

2
NONMMEpU3aluK. B ciydae eciau omnpenensior
HaJM4Yde MYTaldd B OJHOM H3 TCHOB,
YCTaHABJIMBAIOT HHM3KMHA  PUCK  Pa3BUTHS
[AaTOJNOTHH, B cCIydae €CIU ONPEAeNAIoT
HaJMYUM ~ MyTallMd B JIBYyX  TI'eHax,
YCTaHABJIMBAIOT CPEJHUA PHCK Pa3BUTHS
IIaTOJIOTHH, a B CiIydae €CIIH OIPEeIIioT
HaJIMYhe MYTalluk B TPEX WIIM BO BCEX I'eHax,
YCTAHABJIMBAIOT OOJBIIOW PHCK pa3BUTHA
(bonaT-3aBUCHMBIX ~ BPOXICHHBIX  MOPOKOB
TOJIOBHOT'O MO3ra y peOeHKa.
1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se refera la medicind, in special la genetica moleculara si poate fi utilizatd pentru
stabilirea riscului dezvoltarii malformatiilor congenitale cerebrale folat-dependente la copii.

Malformatiile congenitale (MC) ale sistemului nervos central (SNC) reprezinta defecte ale
tubului neural, cauzate de formarea incompleta a tubului neural in timpul embriogenezei (Wigglesworth J.
S. Brain development and the structural basis of perinatal brain damage. Perinat. Dev. Med. 2012, vol. 17.
p. 3-10). Problema profilaxiei MC este una foarte complexa si actuala la etapa de azi a dezvoltarii stiintei
medicale. Relevanta studiului se datoreaza proportiei semnificative a acestor patologii in structura
mortalitatii infantile, perinatale si a dezabilitatii copilului. Aceasta este determinatd de frecventa inalta a
MC si a bolilor ereditare la nou-nascuti (bypnes B. A. MMyHOXMMHYecKass AHAarHOCTHKA ITOPOKOB
pasButust LTHC y mmona. Bompockl oxpanbsl marepuHcTBa u aercrBa. 1983, T. 28, Ne2. c. 41-43;
Boiinexosuu b. A., Tecnenko JI. I'. K Bonpocy 0 pacpoCTpaHEHHOCTH BPOXKICHHBIX IOPOKOB Pa3BUTHS.
[Tpo6aeMbl cOLHANBHOW THUTHEHBI, 3APABOOXPAHCHUS] U UCTOPHH MeauuuHbl. M., 2000, Ned, c. 7-11).
Frecventa realda a MC, inclusiv a SNC, ramane nespecificata, acest lucru se datoreaza dificultatilor de
diagnostic si diferitelor abordari ale inregistrarii lor. Defectele tubului neural (DTN) ocupa unul din
locurile principale printre toate anomaliile congenitale umane detectate (10...30%) (¥O. E. Benbsruiues, I1.
A. Temun, FO. M. benosepos, E. I. benoycosa, 1. A. BanoBa-Cmonenckad u ap., nox pen. 1O. E.
Benprumesa, I1. A. Temuna. HacnencTBeHHble 00NE3HN HEPBHOH CHUCTEMBI. TEKCT.: pYKOBOJICTBO IS
Bpaueit, M., Memumunaa, 1998, 496 c.; Kapncorn b. OcHoBEl sMOpuonoruu no IIatreHy: mep. ¢ aHTI
Tekct. M., Memnnuna, B 2-x ToMax. T.1, 360 c., T.2. 390 c.). Cele mai raspandite DTN sunt anencefalia
si spina bifida, care anual se inregistreaza la 300 de mii de nou-ndscuti din intreaga lume (Botto L. D.,
Moore C. A., Khoury M. J., Erickson J. D. Neural tube defects. N. Engl. J. Med. 1999, vol. 341. p. 1509-
1519).

Potrivit datelor Registrului National al MC (CSRGM) la nou-ndscuti din Republica Moldova in
perioada 2011...2018 incidenta anomaliilor SNC este de 1,92 la 1000 de nou-nascuti, dintre care
anomaliile SNC ocupa 11% din toate anomaliile congenitale. Astfel, incidenta hidrocefaliei este de 0,5 la
1000 de nou-nascuti, anencefaliei — de 0,25 la 1000 de nou-nascuti, microcefaliei — de 0,16 la 1000 de
nou-nascuti, spina bifida — de 0,38 la 1000 de nou-nascuti (Sprincean M., Halabudenco E., Stratila R.,
Secrieru V. et. al. The role of medical-genetic counseling and of prenatal diagnosis in the process of
identification of congenital malformations. In: Archives of the Balcan Medical Union. The official journal
of the Balcan Medical Union. Republica Moldova, 2013, p. 58; Barbova N., Egorov V., Sprincean M.,
Halabudenco E. Monitoring of congenital anomalies in the population of Republic of Moldova. In:
European Journal of Human Genetics. Glasgow, Scotland, United Kingdom, 2015, p. 427). Potrivit
datelor Registrului Central al Anomaliilor Congenitale (EUROCAT) incidenta anomaliilor congenitale
ale SNC in perioada 2011...2018 a fost de 1,03 la 1000 de nou-niscuti. in lume incidenta MC ale SNC
este de la 0,17 pana la 6,39 la 1000 de nou-nascuti. in Europa incidenta este de circa 1,16 cazuri la 1000
de nou-nascuti, in SUA — constituie de la 0,8 pana la 1,4 la 1000 de nou-nascuti, in tarile in curs de
dezvoltare cum ar fi Africa si Azia incidenta nasterii copiilor cu MC ale SNC este inaltd §i constituie
2...6 1a 1000 de nou-nascuti (bypnies B. A. UMMyHOXHUMUYECKasl TUArHOCTHKA MOpoKoB pa3utus [ITHC y
wiofa. Borpock! oxpanbl MarepuHcTBa 1 ieTctBa. 1983. T. 28, Ne2. ¢. 41-43).

Este cunoscutd metoda de stabilire a malformatiilor congenitale cerebrale la copii prin efectuarea
ultrasonografiei. Scopul principal al screening-ului este excluderea patologiei cromozomiale a fatului, cu
toate acestea, ca parte a screening-ului din primul trimestru, examinarea cu ultrasunete efectuatd de
medici experti poate detecta multe malformatii majore fetale, inclusiv malformatii ale sistemului nervos
central [1].

Dezavantajele metodei mentionate constau in aceea ca aceasta nu este specificd pentru
malformatii ale sistemului nervos central, este dificil de determinat la dimensiuni mici ale malformatiei,
sunt necesare metode suplimentare de diagnostic.

Este cunoscutd metoda de stabilire a riscului de dezvoltare a malformatiilor congenitale
cerebrale, care consti in determinarea proteinei serice si anume o-fetoproteina. In anii 80 s-au pus bazele
conceptuale si metodologice ale screening-ului biochimic — determinarea proteinelor serice embrionare.
Componenta principald a serului fetal la inceputul sarcinii este o-fetoproteina (AFP), este produsad de
sacul vitelin si ficatul fatului, excretatd prin urina in lichidul amniotic §i intrd in sdngele mamei prin
placenta sau membranele fetale. AFP se determind in sangele mamei de la 5...6 saptamani, iar nivelul
acesteia creste progresiv odatd cu cresterea varstei gestationale. Este utilizatd ca marker tumoral pentru
detectarea si diagnosticarea cancerelor de ficat, testicule si ovare, dar si ca marker de monitorizare in
sarcind pentru depistarea afectiunilor de tip anencefalie, spina bifidd, trisomnie 21/18 etc. [2].
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Mai este cunoscutd metoda de stabilire a riscului de dezvoltare a malformatiilor congenitale
cerebrale, care constd in determinarea gonadotropinei corionice umane (hCG) in diferite malformatii,
modificari multidirectionale ale nivelului de hCG in hidrocefalie. Modificarile markerilor serici sunt
caracteristice pentru 90,9% dintre femeile cu malformatii congenitale ale sistemului nervos central [3].

Dezavantajele metodelor cunoscute constau in aceea cd nu sunt eficiente, deoarece nu sunt
specifice anume pentru malformatiile congenitale cerebrale, iar dereglarea continutului markerilor serici
ai alfa-fetoproteinei (AFP) si gonadotropinei corionice (hCG) pot fi cauza tumorilor de ficat, testicule si
ovare, iar gonadotropina corionica poate fi utilizatd in calitate de marker de monitorizare a sarcinii, iar
pentru stabilirea unui diagnostic specific de malformatie a sistemului nervos central sunt necesare
examinari suplimentare.

Este cunoscutd metoda de determinare a predispozitiei spre procesele patologice prin analiza
polimorfismelor in genele ciclului folatic si oferd posibilitatea de a lua masuri in timp util prin indicarea
terapiei de corectie. In calitate de procese patologice se mentioneaza si dezvoltarea incompleta a tubului
neural, anencefalia. Totodata, este mentionat faptul ca polimorfisme determinabile sunt MTHFR: 677
C>T, MTHFR: 1298 A>C, MTR: 2756 A>, MTRR: 66 A>G [4].

Dezavantajul metodei mentionate consta in aceea ca se determina predispozitia de dezvoltare a
malformatiilor, dar nu se determina riscul pentru o sarcind, care este necesar de a fi intreruptd sau de a
pastra sarcina sau prognosticul pentru prezenta unei sau mai multor mutatii pentru complicatiile posibile,
si anume pentru sistemul de medicina prespitalicesc.

Problema pe care o rezolva inventia constd in elaborarea unei metode de stabilire timpurie a
riscului de aparitie a malformatiilor congenitale cerebrale folat-dependente la copii, si anume pentru
determinarea polimorfismului genetic al genelor ciclului folat la mamele copiilor cu malformatii
congenitale cerebrale (MCC), pentru a efectua un diagnostic prenatal al MCC, care poate calcula
rezultatele predictive ale unei sarcini fiziologice la mamele cu risc genetic crescut din anamnesticul
colectat precedent, care ar putea fi recomandatd in practicd pentru medicii de familie, neonatologi,
pediatri, neurologi pediatri, care gestioneaza familiile cu risc crescut de dezvoltare a malformatiilor
congenitale cerebrale, dar si cei care determind metodele de tratament si supravegheaza acesti pacienti,
totodata pentru optimizarea masurilor privind profilaxia nasterii copiilor cu astfel de patologii in familiile
cu risc crescut la nivelul institutiilor prespitalicesti.

Esenta inventiei constd in aceea cd se preleveaza sange de la mama si se stabileste prezenta
mutatiilor in genele ciclului folatilor si anume MTHFR677, MTHFR1298, MTR2756, MTRR66 prin
reactia de polimerizare in lant. In cazul in care se determind prezenta de mutatie in una din gene, se
stabileste un risc scazut de dezvoltare a patologiei, in cazul In care se determind prezenta de mutatie in
doua gene, se stabileste un risc mediu de dezvoltare a patologiei, iar in cazul in care se determind prezenta
de mutatie 1n trei sau toate genele, Se stabileste un risc major de dezvoltare a malformatiilor congenitale
cerebrale folat-dependente la copil.

Rezultatul inventiei constd in stabilirea timpurie a riscului de aparifie a malformatiilor
congenitale cerebrale folat-dependente la copii, totodata optimizarea masurilor privind profilaxia nasterii
copiilor cu astfel de patologii in familiile cu risc crescut utilizate la nivelul institutiilor prespitalicesti, cu
reducerea nivelului invaliditatii si incidentei malformatiilor congenitale cerebrale (MCC) printre copii,
programarea nasterii unui copil sanatos.

Avantajele metodei de stabilire a riscului dezvoltarii malformatiilor congenitale cerebrale folat-
dependente sunt:

- este una din cele mai informative si exacte metode atit in diagnosticul clinic, cét si in
cercetarile stiintifice a patologiilor malformative;

- este relativ rapida pentru un diagnostic si un pronostic cat mai precoce a MCC;

- din punct din vedere financiar este relativ necostisitoare;

- structurile din sistemul de sanitate vor folosi aceste rezultate pentru dezvoltarea tacticilor de
profilaxie si management al familiilor cu risc crescut si al gravidelor pentru profilaxia unei MCC la fat;

- cu ajutorul acestei metodei este posibil prezicerea riscului relativ de dezvoltare a MCC folat-
dependente la alti copii din familii cu copii cu MCC;

- duce la reducerea nivelului invaliditatii si incidentei MCC printre copii;

- poate fi efectuatd programarea unei nasteri a unui copil sénatos in familiile cu risc crescut la
nivelul institutiilor prespitalicesti;

- planificarea tipului si volumului necesar de ingrijiri medicale ale copiilor cu MCC si
ameliorarea reabilitérii sociale a familiilor cu astfel de copii.

Metilentetrahidrofolat reductaza (MTHFR), o gena cheie de metabolizare a folatilor, este
localizata pe cromozomul 1. Mai multe polimorfizme de o singurd nucleotida (SNP) nesinonime sunt
prezente in regiunea codificatoare a genei, pozitiile 677. MTR este format din 5 regiuni importante,
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inclusiv legarea homocisteinei, 5-metiltetrahidrofolat (5-metilTHF) — domeniul legare, cap, domenii de
legare a cobalaminei si domenii de legare a S-adenosil-metioninei (SAM). Gena MTR este localizatd pe
cromozomul 1g43. MTR este o enziméd dependentd de vitamina B12 implicat in metabolismul cu un 1 C
mediat de folat. Aceasta catalizeazd metilarea homocisteinei la metionind cu conversie simultand a 5-
metil-tetrahidrofolatului (5-metil-THF) in tetrahidrofolat (THF). THF este primordial pentru sinteza
nucleotidelor. Metionina este esentiala pentru sinteza S-adenosil-metioninei (SAM) si ADN
metiltransferazelor (DNMT), care transfera gruparea metil de la SAM la ADN. MTR si MTRR sunt doua
enzime cheie ale sintezei metioninei prin remetilarea homocisteinei. MTRR catalizeazd restabilirea
metilcobalaminei, intr-o forma redusa, ca un cofactor al metionin sintazei, in timpul ciclului sdu catalitic.
Enzima metionin sintaza reductaza (MTRR) joaca un rol cheie in metabolismul homocisteinei dependent
de folat si face parte din familia transferazelor de electron. Enzima are 3 situsuri caracteristice care leaga
FMN, FAD si NADH. MTRR este responsabil pentru reglarea metionin sintazei (MTR) prin metilare
reductiva. Activitatea defectuoasd al acestei enzime catalitice poate duce la niveluri majorate de
homocisteind. MTRR este o gend de intretinere si este localizatid la cromozomul 5 (5p15.2-p15.3).
Malnutritia si malabsorbtia de folat si vitamina B12 sau un defect enzimatic mostenit, cum este deficienta
de MTHFR, pot duce la hiperhomocisteinemie.

Impactul major al frecventei acestor stari patologice la copii se explicd prin faptul ca influenta
anumitor factori teratogeni si mutageni pe parcursul perioadelor precoce ale ontogenezei genercaza
aparitia modificarilor genotipice si fenotipice la copii (BoiitiexoBud b. A., Tecnenko JI. I'. K Bompocy o
pPacIpOCTpaHEHHOCTH  BPOXKJEHHBIX  TMOPOKOB  pa3BuTusl. [IpoGieMbl  coluanbHOW  TUTHEHBI,
3/[paBOOXPAHEHHs ¥ HCTOpUH Memuimubl. M., 2000. p. 7-11). in majoritatea cazurilor este posibil de a
stabili natura multifactoriald a anomaliilor congenitale. in acest sens, rimane relevantd, ciutarea celor
mai informativi factori de risc pentru dezvoltarea lor, care fac posibild prezicerea probabilitatii acestei
patologii si planificarea masurilor preventive pentru a preintdmpina nasterea copiilor cu MC cerebrale.
Diverse efecte combinate ale multor factori pot fi cauzele principale.

S-a dovedit ca o contributie semnificativa in aparitia MCC la copii are starea initiald de sandtate
a parintilor, efectele adverse ale mediului, infectiile intrauterine si cauza ereditarda (Bypaes B. A.
NmmyHOxuMmmnueckast auarnoctuka nopokos passutust [IHC y mnona Teker. B. A. Bypnes. Bompocst
oXpaHbl MaTepuHcTBa U neTctBa. 1983, T. 28, No2, C. 41-43; 10O. E. Bensrumies, I1. A. Temun, 0. M.
Bbenozepos, E. JI. benoycoBa, 1. A. MBaHoBa-CmoneHckas u np. HacnenctBeHHble 00J€3HM HEpBHOU
cuctembl. M. Menuruna, 1998, 496 c; Frey L., Hauser W. A. Epidemiology of neural tube defects.
Epilepsia. 2003, vol. 44, Suppl 3, p. 4-13).

Un sir de review-uri sistematice, studii clinice si de meta-analiza randomizate au demonstrat o
scadere semnificativd a DTN cu circa 70% in cazul administrarii suplimentelor cu folati in perioadele
critice ale organogenezei, pana si dupa concepere (Lumley J. et al. Periconceptional supplementation
with folate and/or multivitamins for preventing neural tube defects. Cochrane Database of Systematic
Reviews. 2007. Issue 4. Art. No.: CD001056. DOI; Blencowe H. et al. Folic acid to reduce neonatal
mortality from neural tube disorders// Int. J. Epidemiol. 2010. vol. 39. Suppl. 1, p. 10-21).

Ciclul folat reprezintd procesul de cascada, controlat de fermenti, care in calitate de cofermenti
contin derivati ai acidului folic. Etapa cruciala in acest proces este sinteza metioninei din homocisteina
(McPartlin J., Halligan A., Scott J. M., Darling M., Weir D. G. Accelerated folate breakdown in
pregnancy. Lancet, 1993, vol. 341, p. 148-149).

Dereglarea ciclului folatic duce la acumularea homocisteinei in celule si la cresterea nivelului
general al homocisteinei in plasma. Homocisteina are un efect toxic exprimat, aterogen si trombofilic, ce
conditioneaza riscul sporit de dezvoltare a unui sir de procese patologice, anume defecte ale dezvoltarii
fatului (dezvoltarea incompletd a tubului neural, anencefalia, deformarea scheletului facial) (European
Platform on Rare Disease Registration, https://eu-rd-platform.jrc.ec.europa.eu/_en; Lumley J. et al.
Periconceptional supplementation with folate and/or multivitamins for preventing neural tube defects.
Cochrane Database of Systematic Reviews. 2007, Issue 4. Art. No.: CD001056. DOI). Acidul folic, avand
un rol important in ciclul celular, determind inchiderea normala a tubului neural si, ca urmare, contribuie
la preintdmpinarea riscului aparitiei MCC, deoarece deficitul acidului folic poate fi un factor de risc
semnificativ in dezvoltarea anomaliilor SNC. Luind in considerare ci actionand la metilarea ADN-ului,
acidul folic are un rol fundamental in procesele de diviziune celulara, in mod deosebit pentru tesuturile cu
diviziune celulard activa. Este important de efectuat o analiza riguroasa a cazurilor nasterii copiilor cu
MC inclusiv si prin efectuarea analizei defectelor genice.

Datele prezentate in literatura de specialitate atestd o problema clinica considerabila si, adesea un
pronostic nefavorabil la copiii nascuti cu diverse anomalii sau afectiuni cerebrale intrauterine. Analizand
diferiti factori care conduc la dezvoltarea MC, constatim necesitatea intreprinderii masurilor de
diminuare a riscului dezvoltarii malformatiilor la fat (Prevention of neural tube defects: results of the
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Medical Research Council Vitamin Study. MRC Vitamin Study Research Group. Lancet. 1991, vol. 338,
p. 131-137; HenseBens M. K. BposkieHHbIe TOPOKK pa3BUTHS LIEHTPaIbHOW HEPBHOW cHUCTEMBbI. MHHCK,
1990. c.78). Pana in prezent, in Republica Moldova nu a fost efectuatd o analiza ampla a factorilor de risc
prenatali si identificarea acestora in etiopatogeneza MC cerebrale folat-dependente, incepand cu cele mai
timpurii stadii ontogenetice de dezvoltare.

In cadrul monitorizarii cazurilor de MC inregistrate in Republica Moldova in ultimii ani, au
aparut informatii cu privire la frecventa si structura malformatiilor in diferite regiuni ale tarii, dar
rezultatele cercetdrii prezentate pe aceastd problema in literaturd sunt putine si contradictorii. Nu exista
suficiente informatii cu privire la managementul MC ale SNC, frecventa detectarii principalelor
sindroame neurologice si rezultatelor examinarii instrumentale ale acestor copii. La fel, nu existd un
singur punct de vedere cu privire la diagnosticarea complexa a defectelor SNC 1n perioadele prenatala si
postnatala. In cazul studierii acestei probleme, cercetitorii atrag o atentie deosebitd asupra starii SNC si,
mai putin, asupra volumului si caracterului patologiilor somatice, care sunt strans legate de patologia de
baza. Acest postulat face ca problema studiata sa fie actuala din punct de vedere teoretic si practic.

In cadrul studiului s-a efectuat examenul paraclinic de laborator prin metoda reactiei de
polimerizare in lant in timp-real (PCR RT) pentru determinarea polimorfismului anumitor gene implicate
in sintetizarea acidului folic (genelor ciclului folatilor MTHFR677; MTHFR1298; MTR2756; MTRR66)
la mame, dupa aprecierea riscului genetic. Este suficient prelevarea sangelui doar de la mama si nu de la
ambii parinti deoarece genele implicate in sintetizarea acidului folic nu se transmit dupad modul mendelian
autozomal-dominant sau autozomal-recesiv cand este necesara analiza molecular-geneticd atit a mamei,
cat si a tatdlui, dar se transmit multifactorial (poligenic). Explorarile instrumentale non-invazive
functionale vor include: diagnosticul postnatal (evaluarea parametrilor ultrasonografiei cerebrale,
electroencefalografiei, tomografiei computerizate cerebrale, rezonantei magnetice nucleare cerebrale). In
studiu au fost selectati 140 de copii cu MCC, dintre care 70 de copii cu MCC folat-dependente si 70 de
copii cu MCC non-folat-dependente si structurarea particularitatilor clinico-paraclinice in functie de
varsta copilului. A fost efectuata studierea manifestarilor clinice si consecintele MC ale SNC la copii.
Studiul genetic al anumitor gene implicate in sintetizarea acidului folic la 70 de mame ale copiilor cu
MCC folat-dependente si 70 de mame ale copiilor cu MCC non-folat-dependente.

In urma analizei rezultatelor obtinute s-a stabilit ¢i la copiii cu MCC folat-dependente s-a
determinat mutatii la una sau mai multe gene ale ciclului folatilor si anume MTHFR677; MTHFR1298;
MTR2756; MTRRG66 si totodatd s-a determinat prezenta mutatiilor mentionate la mamele lor, iar la
mamele la care s-au determinat prezenta mutatiilor in una sau mai multe gene ale ciclului folatilor s-a
stabilit prezenta diferitor malformatii congenitale ale SNC la copiii lor, si anume in cazul in care s-a
determinat prezenta de mutatii in trei sau toate genele mentionate la toti copiii mamelor respective s-a
stabilit prezenta malformatiilor congenitale ale SNC, iar in cazul in care s-a determinat prezenta de
mutatii in una sau doud gene respective s-a stabilit la 50...70% din copii prezenta malformatiilor
congenitale ale SNC.

Prin urmare, in cazul in care se determind prezenta de mutatie in una din genele ciclului folatilor
si anume MTHFR677, MTHFR1298, MTR2756, MTRR66, se stabileste un risc scazut de dezvoltare a
patologiei, in cazul in care se determina prezenta de mutatie in doud gene, se stabileste un risc mediu de
dezvoltare, iar in cazul in care se determina prezenta de mutatie in trei sau toate genele, se stabileste un
risc major de dezvoltare a malformatiilor congenitale cerebrale folat-dependente la copil.

Recomandarile practice elaborate in baza rezultatelor obtinute vor permite evaluarea timpurie si
diagnosticarea precoce a MCC folat-dependente. Rezultatele vor fi implementate prin suport metodologic
in procesul de evaluare a conduitei copilului cu MCC folat-dependente in activitatea specialistilor care
activeaza in institutiile medico-sanitare de profil pediatric (geneticieni, neonatologi, neurologi pediatri,
pediatri, neurochirurgi, medici de familie).

Exemplu

Gravida C, 27 ani, perioada de sarcina - II-III trimestru, la examenul de ultrasonografie fatul
corespunde la 20,4 de sdptdmani.

Concluzie ecograficd: Sarcind uterind monofetald ce corespunde la 20,4 de sdptimani.
Deformarea coloanei vertebrale la nivelul regiunii toracice. Suspectie la MCC. Suspectie de artrogripoza.
Stare functionala fetala normald. S-a luat decizia de a investiga gravida conform metodei revendicate
(Tabel).
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Tabel
Gena investigata Genotip Genotip | Comentarii
Polimorfismul investigat determinat | normal
Gena MTHFR/ | T/ T C/IC Scaderea activitatii functionale ale
metilentetrahidrofolatreductaza enzimei pand la 60% de la medie.
Polimorfism677 C>T (A222V) Deficitul de MTHFR  poate

predispune catre actiune teratogena
si mutagena.

Gena MTHFR/ | AJA A/A Polimorfizm fara particularitati.
metilentetrahidrofolatreductaza
Polimorfism1298 A>C(E429A)

Gena MTR/ metionin sintaza B12- | A/G AJA Scaderea activitdtii functionale ale
dependenta enzimei. Se dezvoltd un grad
Polimorfism2756 A>G(D919G) moderat de
hiperhomocisteinemie.
Gena MTRR/ metionin sintaza | A/G AJA Scaderea activitatii functionale ale
reductaza enzimei. Accentuiaza
Polimorfism66 A>G(I122M) hiperhomocisteinemia, cauzatd de
polimorfismul 677 C>T a genei
MTHFR.

Comentariu: Gena MTHFR/ metilentetrahidrofolatreductaza (polimorfism 677 C>T)

Genotipul determinat - T/T, este considerat genotip patologic. Gena MTHFR codifica 5,10 -
metilentetrahidrofolatreducataza - enzima cheie a ciclului folat, care transforma 5,10 -
metilentetrahidrofolatreducataza in 5 - metilentetrahidrofolat (catalizatorul necesar pentru reactia de
transformare a homocisteinei in metionind). Dereglarea metabolismului folat afecteaza functia ovariana,
implantarea embrionului, embriogeneza si intregul proces de sarcina (Goh Y. 1., Bollano E., Einarson T.
R. et al. Prenatal multivitamin supplementation and rates of congenital anomalies: a meta-analysis. J.
Obstet. Gynaecol. Can. 2006, vol. 28, p. 680-689). in plus fatd de efectul bine stabilit asupra incidentei
defectelor tubului neural, s-au constatat asociatii intre nivelurile reduse de acid folic si concentratiile
crescute de homocisteind, pe de o parte, si avorturile spontane recurente si alte complicatii ale sarcinii pe
de alta parte (Choumenkovitch S. F., Selhub J, Wilson P. W. et al. Folic acid intake from fortification in
United States exceeds predictions. J. Nutr. 2002, vol. 132, p. 2792-2798). La pacientii supusi
hiperstimularii ovariene si prelevirii ovocitelor, s-a constatat ca purtatorii mutatieit MTHFR 677TT au o
concentratie mai scazuta de estradiol in timpul ovulatiei si pot fi prelevate mai putine ovocite (Chavarro J.
E., Rich-Edwards J. W., Rosner B. A. et al. Use of multivitamins, intake of B vitamins, and risk of
ovulatory infertility. Fertil. Steril. 2008, vol. 89, p. 668-676). La purtatorii genotipului MTHFR 677TT
care au primit suplimente adecvate, s-a constatat o crestere semnificativd a concentratiilor de hormon
anti-mulerian (AMH), ceea ce ar putea indica un mecanism compensatoriu (Hecht S., Pavlik R., Lohse P.
et al. Common 677C->T mutation of the 5,10-methylenetetrahydrofolate reductase gene affects follicular
estradiol synthesis. Fertil Steril. 2009, vol. 91, p. 56-61). Concentratiile de AMH la purtétorii homozigoti
ai genotipului MTHFR 677TT ar putea fi chiar supraestimate, deoarece sunt prelevate cu aproximativ
20% mai putine ovocite comparativ cu indivizii purtitori MTHFR 677CC (Pavlik R., Hecht S.,
Ochsenkiihn R. et al. Divergent effects of the 677C>T mutation of the 5,10-methylenetetrahydrofolate
reductase (MTHFR) gene on ovarian responsiveness and anti-Miillerian hormone concentrations. Fertil
Steril. 2011, vol. 95, p. 2257-2262). Acest polimorfism creaza riscuri suplimentare pentru trombofilie, de
asemenea, este asociat cu toxicoza la termen mare a sarcinii, risc de avort spontan, deficiente de
dezvoltare a fatului si risc de dezvoltare a diverselor maladii oncologice. Caracteristic pentru purtatorii
acestui genotip este numarul mare de pierderi de sarcina.

Comentariu: Gena MTHFR/ metilentetrahidrofolatreductaza (polimorfism 1298 A>C).

Genotipul determinat - A/A , este considerat genotip normal, fara particularitati.

Comentariu: Gena MTR/ metionin sintaza B12-dependenta (polimorfism determinat).

Genotipul determinat - A/G, este considerat genotip patologic. Gena MTR, codificd enzima
metionin sintaza, responsabild de metilarea homocisteinei §i transformarea ei in metionind. Efectul
prezentei acestui polimorfism este cresterea moderatd a nivelului de homocisteind. Enzima MTR
(metionin sintaza) este o enzima intracelulara care catalizeaza remetilarea homocisteinei pentru a forma
metionina. Intermediarul purtator al gruparii metil in aceastd reactie este un derivat al vitaminei B12 -
metilcobalamina, care actioneaza ca o coenzima (Huo Y., Li J., Qin X., Huang Y., Wang X., Gottesman
R. F., Tang G., Wang B., Chen D., He M., et al. Efficacy of folic acid therapy in primary prevention of
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stroke among adults with hypertension in China: The CSPPT randomized clinical trial. JAMA 2015, vol.
313, p. 1325-1335). Markerul genetic A2756G (Asp919Gly) este cel mai studiat polimorfism al genei
MTR, care se manifestd prin inlocuirea adeninei (A) in pozitia 2756 cu guanina (G), ceea ce duce la
perturbarea cdilor metabolice a transformarii homocisteinei s§i crestere acestuia in plasma sangvina
(Barbosa P. R., Stabler S. P., Machado A. L., Braga R. C., Hirata R. D., Hirata M. H., Sampaio-Neto L.
F., Allen R. H., Guerra-Shinchara E. M. Association between decreased vitamin levels and MTHFR,
MTR and MTRR gene polymorphisms as determinants for elevated total homocysteine concentrations in
pregnant women. Eur. J. Clin. Nutr. 2008, vol. 62, p. 1010-1021). Nivelul crescut al homocisteinei
plasmatice este considerat, in prezent, ca un factor de risc independent, pentru afectiunile vasculare
periferice, cerebrale si coronariene, pentru evenimentele trombotice, (Czeizel A. E., Dudas |., Vereczkey
A., Banhidy F. Folate deficiency and folic acid supplementation: The prevention of neural-tube defects
and congenital heart defects. Nutrients 2013, vol. 5, p. 4760-4775) inclusiv, complicatiile obstetrice, cum
ar fi detasarea prematurd a unei placente situate normal, avortul, hipoxia cronica fetald si preeclampsia
(Santilli F., Davi G., Patrono C. Homocysteine, methylenetetrahydrofolate reductase, folate status and
atherothrombosis: A mechanistic and clinical perspective. Vascul Pharmacol 2015).

Comentariu: Gena MTRR/ metionin sintaza reductaza (polimorfism determinat)

Genotipul determinat - A/G, este considerat genotip patologic. Gena MTRR codifica enzima
metionin-sintaza-reductaza, necesard pentru sustinerea activitatii metionin-sintazei prin restabilirea
metilarii. Scdderea activitatii functionale a enzimei este asociatd hiperhomocisteinemiei cauzate de
polimorfismul 677CT din gena MTHFR. Testarea genetica se efectueazd pentru aprecierea predispunerii
genetice catre urmatoarele patologii: hiperhomocisteinemia, bolile cardiovasculare, scindarea tubulara
neurald (spina bifida), anomalii cromozomiale (sindromul Down) la fat. Frecventa intalnirii in populatie a
alelei G la europeni este de 54 %. Genotipul determinat A/G, presupune inlocuirea bazei A (Adeninei) in
pozitia 66 a genei MTRR cu baza G (Guanina) si este desemnat ca marker genetic A66G. In consecint3,
se schimba si proprietatile biochimice ale enzimei, in care are loc inlocuirea izoleucinei cu metionina. Ca
rezultat al acestei inlocuiri, functional activitatea enzimaticd scade, ceea ce duce la un risc crescut de
tulburari de dezvoltare a fatului, cum ar fi defectul tubului neural. Polimorfismul 66A> G este asociat cu
aparitia defectelor tubului neural si dubleaza riscul de spina bifida (Shaw G. M., Lu W., Zhu H., Yang
W., Briggs F. B., Carmichael S. L., Barcellos L. F., Lammer E. J., Finnell R. H. "118 SNPs of folate-
related genes and risks of spina bifida and conotruncal heart defects". BMC Medical Genetics. June 2009,
vol. 10, p. 49). Corelatia dintre acest polimorfism si riscul crescut de cancer pulmonar este prezentd in
cazul aportului scazut de folat si al vitaminei B12 ridicate, ceea ce sugereaza un mecanism de actiune
independent de vitamina B12 (Shi Q., Zhang Z., Li G., Pillow P. C., Hernandez L. M., Spitz M. R., Wei
Q. "Polymorphisms of methionine synthase and methionine synthase reductase and risk of lung cancer: a
case-control analysis" Pharmacogenetics and Genomics. August 2005, vol. 15 (8), p. 547-555). Aceasti
mutatie este, de asemenea, asociatd cu un risc crescut de cancer colorectal, leucemie limfoblastica acuta,
cancer al vezicii urinare, neoplazie intraepiteliald cervicala, limfom non-Hodgkin si carcinom cu celule
scuamoase esofagiene (Matsuo K., Hamajima N., Hirai T., Kato T., Inoue M., Takezaki T., Tajima K.
"Methionine Synthase Reductase Gene A66G Polymorphism is Associated with Risk of Colorectal
Cancer". Asian Pacific Journal of Cancer Prevention. 2002, vol. 3 (4), p. 353-359). Metilarea
homocisteinei la metionind este afectatd, in primul rand prin polimorfismul (MTRR): c.66A> G.
Cresterea cronicd a homocisteinei creste nivelele de S-adenosil-L-homocisteina, inhiband in consecinta
activitatea metiltransferazei si promovand hipometilarea ADN-ului. Mamele homozigote pentru aceasta
mutatie (genotipul GG) prezinta un risc mai mare de a avea un copil cu sindrom Down 1n comparatie cu
heterozigotele (genotipul GA) (O'Leary V. B., Parle-McDermott A., Molloy A. M., Kirke P. N., Johnson
Z., Conley M., Scott J. M., Mills J. L. MTRR and MTHFR polymorphism: link to Down syndrome?.
American Journal of Medical Genetics. January 2002, vol. 107 (2), p. 151-155). Alela mutanta
homozigotd promoveaza hipometilarea ADN si non-disjunctia meiotica, crescand riscul de sindrom
Down. Acest polimorfism se asociaza cu o crestere de risc de 2,5 ori independent si cu o crestere de 4 ori
a riscului atunci cand este co-exprimatd cu mutatia 677C> T MTHFR (Hobbs C. A., Sherman S. L., Yi P,
Hopkins S. E., Torfs C. P., Hine R. J., Pogribna M., Rozen R., James S. J. Polymorphisms in genes
involved in folate metabolism as maternal risk factors for Down syndrome. American Journal of Human
Genetics. September 2000, vol. 67(3), p. 623-630). Combinarea acestui polimorfism cu polimorfismul
genetic MTR2756A> G ridica si mai mult riscul de sindrom Down (Martinez-Frias M. L., Pérez B.,
Desviat L. R., Castro M., Leal F., Rodriguez L., Mansilla E., Martinez-Fernaindez M. L., Bermejo E.,
Rodriguez-Pinilla E., Prieto D., Ugarte M. Maternal polymorphisms 677C-T and 1298A-C of MTHFR,
and 66A-G MTRR genes: is there any relationship between polymorphisms of the folate pathway,
maternal homocysteine levels, and the risk for having a child with Down syndrome?. American Journal of
Medical Genetics. Part A. May 2006, vol. 140 (9), p. 987-997).
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In urma investigatiei s-a determinat prezenta mutatiilor in MTHFR677, MTR2756, MTRR66,
ceea ce corespunde unui risc major de dezvoltare a malformatiilor congenitale cerebrale folat-dependente
la copil, care poate fi utilizate la nivel de institutii prespitalicesti.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. Huxomamnmec K. VmprpasBykoBoe nccrnenoBanue B 11-13 Hemems Gepemennoctu. Ilep. ¢ anri. A.
MuxaiinoBa, E. Hekpacogoii. CII6, [lerpomomnuc, 2007, 144 c.

2. Hosuxos I1.B. [IpuHOUIB OpraHu3aniy MEIUKO-TEHETHYECKOW MOMOIIHM NETSM C HacJIeICTBCHHOU
nmaronorueil. JlmarHocTMka W JIeYCHHWE BPOXKACHHBIX M HACIEICTBCHHBIX 3a00JEeBaHUI y [IeTei.
[TyreBomuTens mo knuHMYecKo renetuke. M., Tpuana - X, 2004, c. 489-504

3. Tpybuukoa JLU. m nap. DnuaeMHonorus BpOXKISHHBIX IOPOKOB paszButus tuona (BIIPIT) B
VYnbsiHOBcKo# oOmactu. Marepuanst XII Beepoc-cuiickoro Hayu. ¢opyma «Matb u auts». M., 2011, c.
529-530

4. Analiza polimorfismelor in genele ciclului folatic. 02 Decembrie 2018, [online] Gasit in Internet:
https://www.invitro.md/blog/analise/ciclul-folatilor.

(57) Revendicari:

Metoda de stabilire a riscului dezvoltarii malformatiilor congenitale cerebrale folat-dependente
la copii, care consta in aceea ca se preleveaza sange de la mama si se determina prezenta mutatiilor in
genele ciclului folatilor, si anume MTHFR677, MTHFR1298, MTR2756, MTRR66 prin reactia de
polimerizare in lant, in cazul in care se determina prezenta de mutatie in una din gene, se stabileste un risc
scazut de dezvoltare a patologiei, in cazul in care se determind prezenta de mutatic in doud gene, se
stabileste un risc mediu de dezvoltare a patologiei, iar in cazul in care se determind prezenta de mutatie in
trei sau toate genele, se stabileste un risc major de dezvoltare a malformatiilor congenitale cerebrale folat-
dependente la copil.
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