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Introducere
Dizabilitatile intelectuale sunt un grup de tulburari de neurodezvoltare, eterogen, caracterizate prin

deficitul functiei intelectuale si al comportamentului adaptativ, debutul avand loc in perioada de dezvoltare.
ntrucat, factorii genetici reprezints cauza principald a tulburarilor de neurodezvoltare sunt necesare ghiduri si
strategii de screening eficiente cu ajutorul tehnicilor de genetica moleculara pentru pacientii din Romania
diagnosticati cu dizabilitate intelectuala (DI) sau tulburare globala de dezvoltare si anomalii congenitale multiple
(ACM). Odata cu dezvoltarea noilor tehnici moleculare, precum hibridizarea fluorescenta in situ (FISH), tehnica
de tip multiplex cu amplificare dependenta de proba (MLPA) si hibridizarea genomica comparativa (CGH), a fost
posibila identificarea mutatiilor genetice de tipul variatilor numarului de copii (CNV-uri) care a dus la intelegerea
mecanismelor de producere a tulburarilor de neurodezvoltare, insa analiza de secventiere de noua generatie
(NGS) ne ofera mai multe informatii privind variantele genice. Aceste CNV-uri reprezinta principala cauza a
multor sindroame cu microdeletii si microduplicatii recurente si reprezinta factorul de risc pentru alte tulburari
de neurodezvoltare, cum ar fi tulburarile din spectrul autist, schizofrenia, deficitul de atentie si hiperactivitate, si
altele.

Obiective generale

Obiectivul principal al tezei este analiza si estimarea frecventei mutatiilor genetice de tipul CNV-urilor la
pacientii pediatrici cu Dl/tulburare globald de dezvoltare asociatd cu ACM folosind tehnica MLPA, respectiv
caracterizarea CNV-urilor. Totodata, ne-am propus sa confirmam cazurile pozitive folosind alte kit-uri MLPA de
,follow-up”, specifice pentru regiunile cu CNV-uri detectate, respectiv testarea parintiilor. De asemenea, ne-am
propus sa evaluam utilitatea clinica a tehnicii MLPA in vederea identificarii etiologiei DI intr-un laborator mediu
dotat din Romania, respectiv de optimizare a diagnosticului molecular si propunerea unui algoritm de testare
pentru acesti pacienti. Un alt obiectiv a fost sa evaluam caracteristicele citogenetice, moleculare si fenotipice in
diagnosticul DI si ACM asociate prin studii de caz mai deosebite/exceptionale, respectiv revizuirea literaturii.

Studiul 1. Studiul CNV-urilor prin tehnica MLPA la copii cu dizabilitate intelectuala sau tulburare globala

de dezvoltare si anomalii congenitale multiple

Tehnica MLPA si analiza CNV-urilor au fost efectuate la 142 de pacientii inclusi in studiu cu DI/tulburare
globala de dezvoltare si ACM (cariotip normal si cei cu cromozom marker, heteromorfisme cromozomiale, fiind
excluse sindroamele Prader-Willi, DiGeorge, Williams), utilizdndu-se unul dintre kit-urile SALSA® MLPA® P064
si P245 (de la MRC Holland) pentru sindroame cu microdeletie/microduplicatie specifice, iar cazurile pozitive
au fost confirmate cu kit-uri MLPA ,follow-up”, in functie de modificarea detectata. De asemenea, a fost
posibild si caracterizarea unor anomalii cromozomiale (de exemplu, cromozomii marker). Rata de detectie
initiala a CNV-urilor pentru sindroamele ,,clasice” de microdeletie/microduplicatie in studiul nostru este 9,85%
(14/142 pacienti), respectiv 7,74% dupa confirmarea a 11 din CNV-urile evidentiate. Dintre acestea, amintim
sindromul Phelan-McDermid, sindromul Miller-Dieker, Koolen-de-Vries, sindroamele de microduplicatie
15911.2913.1, 3929, 1p36.32 si sindromul Emanuel. Analiza statistica a evidentiat o corelare semnificativ
statistica intre prezenta CNV-urilor si epilepsie, fara alte corelatii intre CNV-uri si celelalte caracteristice clinice
evaluate. Testarea parintilor a fost posibila in sase cazuri cu CNV-uri avand rezultate normale, CNV-uri
interpretate ca fiind de novo.

Studiul 2. Studiul rearanjamentelor subtelomerice prin tehnica MLPA la pacientii cu DI sau tulburare

de dezvoltare globala idiopatica si analiza literaturii

n acest studiu au fost inclusi 142 de pacienti cu DI/tulburare de dezvoltare globald idiopaticd cu/fira
ACM (pacientii cu rezultat negativ la primul studiu, cariotip normal, prezenta cromozomilor marker,
heteromorfisme cromozomiale). Pentru identificarea rearanjamentelor subtelomerice am utilizat tehnica MLPA
folosind kit-uri specifice pentru regiunile subtelomerice, iar confirmarea cazurilor cu CNV-uri identificate s-a
realizat cu kit-uri MLPA ,follow-up” disponibile de la MRC Holland. Rata de detectie a CNV-urilor la pacientii
inclusi in studiu folosind combinatia de kit-uri MLPA P036 si PO70 este 13,38% (19 cazuri), dintre acestea 68,42%
fiind microdeletii, respectiv 9,85% cazuri confirmate (14 cazuri), astfel, tehnica MLPA fiind o abordare potrivita
pentru diagnosticul de prima etapa a pacientilor cu DI/tulburare globala de dezvoltare idiopatica cu/fara ACM,
cu randament ridicat si cost redus. in ceea ce priveste evaluarea varstei, sexului si a fenotipului pacientilor
inclusi in lot Tn functie de prezenta CNV-urilor nu am gasit o corelare statista (p < 0.05). Dupa efectuarea analizei



parentale, intr-un caz s-a stabilit originea materna a CNV-ului, restul CNV-urilor au fost interpretate de novo.

Studiul 3. Caracteristicile citogenetice, moleculare si fenotipice ale pacientilor cu DI si ACM: studii de caz

in acest studiu am evaluat caracteristicilor citogenetice, moleculare si fenotipice a cinci cazuri cu
tulburare in dezvoltarea globald sau DI cu/fara ACM si compararea acestora cu rezultate similare din literatur3,
cu ajutorul unor combinatii de teste genetice. Pentru cazul 1 am caracterizat cromozomul marker supranumerar
(sSMC) derivat din cromozomul 22 evidentiat prin cariotip ce caracterizeaza sindromul Emanuel la un pacient
cu DI si anomalie cardiaca congenitala, utilizand doar combinatii de kit-uri MLPA. Pentru cazul 2, prin utilizarea
analizei conventionale in combinatie cu analiza aCGH, am reusit sd identificam duplicatia 2q11.2q14.3 in
mozaicism, in stare heterozigotd, de novo, derivata dintr-un sSMC. in cel de-al treilea caz cu craniosinostoz3 si
DI asociata cu ajutorul tehnicii MLPA si analiza de secventiere Sanger am identificat mutatia c.749C>G a genei
FGFR3, mutatie specifica sindromului Muenke. Pentru ultimele doua cazuri, prin utilizarea tehnicilor MLPA,
aCGH si analiza NGS am identificat si caracterizat modificdrile responsabile de aparitia sindromului Pitt-Hopkins,
respectiv sindromul OPHN1 la o familie cu DI si tulburari de comportament.

Concluzii generale

Prin aplicarea criteriilor de selectie mai stricte si utilizarea de kit-uri MLPA combinate (P245, P064, P036,
P070) am obtinut o ratd de diagnostic cumulatd a CNV-urilor de 17,34% (30/173) a cazurilor cu DI sau tulburare
globala de dezvoltare si ACM. De asemenea, utilizarea mai multor kit-uri MLPA ,follow-up” permite identificarea
si validarea rearanjamente cromozomiale rare. Cele mai frecvente CNV-uri detectate intereseazd regiunea
cromozomiald 2213, urmata de regiunile 17p13.3p13.3, 1p36.3, 15q11.2, 10926.2926.3 si 11924.3g25. Nu
exista corelatii semnificativ statistice intre prezenta CNV-urilor detectate si caracteristicile demografice si
trasaturile clinice, cu exceptia epilepsiei. Am diagnosticat primul caz de microduplicatie 3929 la un copil din
Romania De asemenea, pentru prima datd in literatura am descris cazul unui pacient cu sindrom Phelan-
McDermid cu hiperparatiroidism primar, precum si un caz rar de microdeletie 18921.2922.1 (sindrom Pitt-
Hopkins), diagnosticat prin tehnica MLPA in asociere cu tehnici moleculare avansate (aCGH, NGS). Analiza
citogeneticd nu trebuie neglijatd in diagnosticul dizabilitatii intelectuale cu/fara anomalii congenitale asociate,
care poate detecta anomalii cromozomiale structurale ce nu pot fi evidentiate prin tehnologii avansate bazate
pe microretele (aCGH, SNP-array) sau NGS, insa pot determina dimensiunea precisa si caracterizarea anomaliei
implicate. Aplicarea de teste combinate citogenetice si moleculare contribuie nu doar la cresterea ratei de
diagnostic in randul pacientilor cu DI si ACM, ci si la o gestionare corespunzatoare a cazurilor, respectiv
prevenirea aparitiei de noi cazuri print-un sfat genetic corect acordat. in lipsa tehnologiilor bazate pe microretele
(aCGH, SNP-array), tehnica MLPA este o tehnica de ,incredere” si ieftina, usor de aplicat si interpretat, care ar
putea fi utilizatd de prima intentie pentru pacientii cu DI si tulburare globala de dezvoltare cu/fara ACM.

Originalitatea tezei

Tinand cont de numarul limitat de studii efectuate in Romania referitor la analiza modificarilor genetice
de tipul CNV-urilor la pacientii cu DI si ACM prin tehnica MLPA, teza de doctorat are o notd crescutd de
originalitate prin utilizarea mai multor combinatii de kit-uri MLPA (P064, P245, P036, P070) si de ,follow-up”
pentru o mai buna caracterizare moleculard a CNV-urilor detectate, selectia mai stricta a pacientilor in loturile
studiate si prin efectuarea analizei parentale. Un alt aspect original este reprezentat de includerea unor studii
de caz cu mutatii genetice rare fiind singurele cazuri publicate la nivel national folosind tehnica MLPA, cum este
cazul sindromului Emanuel. Aplicarea unor investigatii genetice complementare (NGS) a permis identificarea
variantei cu semnificatie incertd 1n gena NEDDA4L prezentd in cazul sindromului Pitt-Hopkins, posibil
responsabila de tabloul clinic complex la acest pacient. Pentru prima data in literatura am descris cazul unui
pacient cu sindrom Phelan-McDermid cu hiperparatiroidism primar, dar si diagnosticarea sindromului de
microduplicatie 3g29 fiind printre putinele cazuri descrise in literatura si primul descris in Romania la un copil.
Totodata, lucrarea de fata a facut posibil stabilirea unui diagnostic genetic clar pentru cazurile cu mutatii
genetice identificate, dar si ca familiile acestora sa beneficieze de un sfat genetic corect. Drept urmare, in lipsa
tehnicilor bazate pe microretele si a limitarilor financiare, s-a dorit evaluarea utilitatii tehnicii MLPA si
propunerea unui algoritm de testare a pacientilor cu tulburari de neurodezvoltare si anomalii congenitale
asociate folosind combinatii de kit-uri MLPA, respectiv analiza citogenetica pentru excluderea anomaliilor
cromozomiale structurale si mozaicismelor care ramane nelipsita in diagnosticul acestor pacienti.



