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Rezumat

Malformatiile congenitale de cord reprezintd cea mai frecventa patologie malformativa inregistrata in
perioada neonatald. Identificarea etiologiei reprezinta principala etapa in procesul de reducere a frecventei
malformatiilor de cord. Se asteapta ca studiile genetice sa aduca informatii importante cu privire la implicarea
mutatiilor genice in generarea defectelor cardiace. Identificarea cu exactitate a conditiei genetice care ar fi
putut genera aparitia unui defect cardiac reprezinti de cele mai multe ori, o provocare. Intelegerea la nivel
molecular a procesului de dezvoltare normala a aparatului cardiovascular, a permis identificarea a numeroase
gene implicate in morfogeneza cardiaca. Astfel, cel mai frecvent mod de aparitie este datorat mutatiilor
specifice in diferite gene, care in corelatie cu susceptibilitatea individuala genereaza aparitia defectului
structural. Existenta mai multor mutatii la acelasi individ si interactiunea acestora cu factorii de mediu, cresc
probabilitatea ca acesta sa asocieze o malformatie cardiaca congenitala.

Gradul de originalitate al tezei constd in diagnosticarea genetica a nou-ndscutilor cu malformatii
cardiace congenitale prin utilizarea unor tehnologii de ultima generatie. Studiul realizat a fost unul prospectiv,
de tip cohortd, ce a inclus nou-ndscuti diagnosticati cu malformatie cardiaca congenitala izolata internati in
Terapie Intensiva Neonatald. Pacientii care prezentau un defect structural cardiac minor, care nu necesitau
terapie chirurgicald, interventionald sau medicamentoasa imediata nu au fost inrolati. Lucrarea are la baza trei
studii distincte prin care se urmareste realizarea unui prototip clinic si genetic al nou-nascutului cu defect
structural cardiac izolat.

Primul studiu - Profilul nou-nascutului cu malformatie congenitald de cord nonsindromica. Prin
derularea acestuia s-a urmarit realizarea unui profil clinic specific nou-nascutului cu malformatie congenitala
de cord, stabilirea factorilor de risc materni, precum si dovedirea specificitatii intre factorii implicati si
malformatia cardiaca generata. Pentru obiectivarea studiului au fost urmariti o serie de factori specifici:
materni, fetali si neonatali. Pentru Indeplinirea obiectivelor, a fost elaborata o fisa individuala de studiu pentru
fiecare nou-nadscut inrolat. Aceasta a cuprins informatii legate de patologia materna preexistenta sarcinii, date
despre sarcina actuald, precum si date clinice si paraclinice ale nou-nascutului. in derularea acestei cercetari s-
a urmadrit realizarea unui fenotip caracteristic pentru nou-nascutul care necesita terapie specifica in perioada
neonatala datorita asocierii unei malformatii de cord.

Al doilea studiu - Screening-ul genetic al nou-nascutului cu malformatie congenitala de cord prin
Multiplex ligation-dependent probe amplification. Metoda MLPA reprezintd standardul in diagnosticarea
bolilor genetice determinate de prezenta modificarilor structurale la nivelul ADN-ului. Tehnica se bazeaza pe
reactia de polimerizare in lant (PCR) de tip multiplex si permite o investigare simultana a variatiilor numarului
de copii (VNC), cu studierea a pana la 60 de secvente genomice diferite ale ADN-ului studiat. Principalul obiectiv
al acestui studiu a fost demonstrarea implicarii VNC in etiologia malformatiei de cord izolate, nonsindromice.
De asemenea, s-a urmarit dovedirea utilitatii tehnicii MLPA ca tehnica de prima intentie in identificarea VNC la
nou-nascutii cu malformatie congenitala de cord nonsindromica. Prin aceeasi tehnnica de biologie moleculara
s-a Incercat demonstrarea asocierii intre deletia in regiunea 22q11.21 si aparitia malformatiilor cardiace



conotruncale, in lipsa unor caractere fenotipice specifice. Identificarea precoce a originii genetice in boala
cardiaca malformativa este importantd deoarece acesti copii asociazd un risc crescut de complicatii
postoperatorii.

Analiza de tip MLPA a fost realizata folosind kit-ul SALSA MLPA P311 Congenital Heart Disease (MRC-
Holland, Amsterdam, The Netherlands), conform protocolului producatorului, iar pentru electroforeza capilara
s-a utilizat un sistem 3500xL Dx Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific, SUA) cu 24 de capilare. Pacientii
cu rezultate pozitive pentru deletia 22q11.2 au fost ulterior testati folosind kit-ul SALSA MLPA P250 DiGeorge,
pentru confirmarea diagnosticului.

Al treilea studiu - Aportul tehnicilor de secventiere in elucidarea etiologiei malformatiei de cord
izolate. Pornind de la ipoteza mutatiilor la nivelul proteinelor structurale, prin utilizarea tehnicilor de
secventiere poate fi identificata etiologia genetica a defectului cardiac. Facand comparatie cu tehnici mai putin
laborioase, tehnicile de secventiere permit o analizd fideld a majoritatii variantelor genomice, avand un
randament crescut fata de tehnicile standard. Interpretarea variantelor reprezinta o provocare, mai ales in
situatia cazurilor sporadice, unde exista corelatii limitate genotip-fenotip si intervine fenomenul de penetranta
incompleta. Principalul obiectiv al prezentului studiu a fost demonstrarea implicarii secventelor nucleotidice
modificate in etiologia malformatiei de cord izolate. De asemenea s-a urmarit dovedirea utilitatii tehnicii de
secventiere tip Sanger ca metodd complementara tehnicilor standard in identificarea VNC la nou-nascutii cu
malformatie congenitala de cord nonsindromica. Un alt scop a fost reprezentat de identificarea relatiei de
cauzalitate intre modificarea secventelor nucleotidice si aparitia unui defect cardiac structural specific. In
vederea clarificarii semnalelor de aparenta duplicatie, evidentiate In studiul precedent, s-a inclus in regiunea
de interes pentru secventierea Sanger si secventa de nucleotide testata prin metoda MLPA. Pentru secventierea
Sanger a ADN-ului s-au utilizat amorse specifice pentru fragmentul de interes care au fost create ,de novo”,
astfel Incat sa cuprinda atat exonul exonul 1 al genei GATA4 cat si o parte din intron, plus jonctiunea exon-
intron. Tehnica a fost efectuata utilizand kit-ul BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher
Scientific, SUA), ampliconii fiind ulterior purificati cu BigDye XTerminator Purification Kit (Thermo Fisher
Scientific, SUA), conform indicatiilor producatorului. Secventierea propriu-zisa a fragmentelor s-a realizat cu
ajutorul sistemului 3500xL Dx Genetic Analyzer cu 24 de capilare, iar rezultatete obtinute au fost comparate cu
datele disponibile in bazele de date genetice. Identificarea variantelor de secventa rs35813172,rs61277615 si
rs73203482 demonstreaza ca, in anumite conditii, acestea pot deveni potential patogene.

In ciuda cunoasterii specificitatii fiecirei modificiri genice in parte, nu se cunoaste prevalenta acestor
variante in populatia sdnatoas3, fiind o limitare semnificativa in realizarea unui profil genetic real al acestei
patologii. Este dificila evidentierea cu certitudine a mecanismului genetic care a putut genera aparitia unei
malformatii cardiace nonsindromice datorita heterogenitatii genice. Trebuie avut in vedere modelul dominant
multigenic, care in contextul unei susceptibilitati individuale poate determina o conditie patologica specifica.

Stabilirea indicatiilor, precum si a metodelor de diagnostic genetic, la nou-nascutii cu o malformatie
cardiaca congenitald, va conduce la generarea unui protocol genetic specific unitatilor de terapie intensiva
neonatald. Dezvoltarea continua a tehnicilor de diagnostic genetic s-a materializat prin identificarea de noi
gene cu implicare directa in aparitia malformatiilor congenitale de cord. Astfel, prin informatiile generate de
testarea genetica, sfatul genetic si stabilirea riscului de recurenta devin din ce in ce mai importante si de
actualitate. Se dovedeste inca o datd rolul abordarii multidisciplinare in medicina, atat prin latura diagnostic3,
cat si terapeutica.



