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SUMMARY

ACHIEVEMENTS IN THE FIELD OF MOLECULAR-GENETIC DIAGNOSTICS
OVER 40 YEARS AT THE INSTITUTE OF MOTHER AND CHILD
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The first group of specialists in molecular genetics was created in frame of the department for hereditary patholo-
gies of the Scientific Research Institute of Mother and Child healthcare in 1989-1990. First molecular genetics tests
in Moldova (since 1992) were realized to detect mutations in monogenic pathologies — Duchenne myodystrophy
and hemophilia A and B, phenylketonuria and cystic fibrosis, spinal muscular atrophy. In frame of the National
Center of Reproductive Health and Medical Genetics, the laboratory of Human Molecular Genetics appeared in
2009. From 2010, there started the development of candidate genes allelic variants detection methods. Hereditary
predisposition to frequent chronic diseases is determined by various genes, target ones being: MTHFR, MTRR,
MTR, CBS, FV, FII, FXIII, VKORCI, GplIIaL33P, PAI-1, GSTM, GSTT, GSTP, ACE, eNOS, ApoB, ApoE, HLA
DQA1 and DQBI. Currently, the laboratory can perform molecular diagnosis for the following diseases: PKU
(Phenylketonuria), CFTR (Cystic Fibrosis), AZF (azospermia), GALT (galactosemia), MECP2 (Rett Syndrome),
ALDOB (fructosemia), WD (The Wilson), AKU (Alkaptonuria), DMD (Duchenne Muscular Dystrophy), Celiac
Disease, mitochondrial diseases (MELAS, Leigh, LHON, NARP and MERRF Syndromes), SMA (Spinal muscular
atrophy), CLCN1 (Thomsen mytonia), SCA (Friedreich’s ataxia), FMR1 (Fragile X syndrome), AFF2 (X-efra syn-
drome), PMP22 (CharcoMarie Touth 1la), AZF (azospermia).

Research investigations were supported through the governmental grants, provided through ASM [SCREENGEN,
Cipher: 20.800009.8007.22, Contract 22-PS, 03.01.2022)] , and international grants provided by MRDA, BMBE,
DAAD and other funds. This support contributed to the skill development and experience gain in leading labora-
tories in Europe and USA.

PE3IOME

TOCTVDKEHUA MONEKYIAPHO-TEHETMYECKOV MIMATHOCTUKIM B MHCTUTYTE MATEPU U
PEGEHKA 3A 40 JIET

KnroueBsie cioBa: MOJIEKY/IAAPHO-TEHETIE€CKAs NMAaTrHOCTUKA, peAKNe 3360HeBaHI/IH, T€H, aJI/IEJIb.

IlepBas MoneKynsApHO-TeHeTHYeCKas TPyIIla B paMKaX Hay4yHOrO OTJena HaclefCcTBeHHbIX maronoruii HUN
Oxpanbl 3pnopoBbsa Marepu u Pe6énxa 6buta cosgana B 1998-1990 rr. IlepBble MONEKYIApHO-TeHETUYECKIIE
anajm3bl (1992r.), mpoBopuMble B Mo/j0Be, ObIIV HAaIIpaBJ/IeHbl Ha UeHTU(UKALIINIO My Tall U 9aCTHIX MOHOT€HHBIX
[aTOIOrMAX — MyoaycTpoduu [romenHa 1 remodwmi A u b, GeHnikeToRypun 1 MyKOBUCIIU034, CIIMHA/IBHON
MbllleyHolt arpoduu. B 2009 romy Opira opraHusoBaHa HaydHas jgaboparopus MonekynsapHoit leneruxu
YenmoBeka KaK CaMOCTOATENbHAA efMHUIA B paMkax Hanmonamproro llentpa PempopgykrtnBHOro 310poBbS
n Mepguunnckoit Tenetnku. C 2010 roga B mab6oparopun Hadatsl paspabotku JJHK mMeTomoB 1Mo ompefeneHno
aJUIe/IbHBIX BapMAHTOB TIE€HOB-KAHJUATOB, OTBETCTBEHHBIX 3a HACIAENCTBEHHYIO IIPEAPACIONIOKEHHOCTD
YyeloBeKa K 4acThiM XpoHundeckum 3abonesannsam: MTHFR, MTRR, MTR, CBS, FV, FII, FXIII, VKORCI, GplI-
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[TaL33P, PAI-1, GSTM, GSTT, GSTP, ACE, eNOS, ApoB, ApoE, HLA DQA1 n DQBI. Ha pfaHHbBII MOMEHT B
NMabopaTopyuM BO3MOXKHO IPOBEfIEHNE MOJIEKYIAPHO-TeHEeTUYECKO UATHOCTUKY Ha Cefyoliye MaTOTOINN:
(eHUIIKeTOHYPYS, MYKOBUCLIMI03, Ta/laKTo3eMus, PpyKTrosemmusA, ankanToHypusa, CuuppoMm Perra, 601esHb
Bunbcona, Muopuctpodus [oimenHa, cnnHanbHas amuorpodus, muotonus Tomcona, pan CLA, Cunppom
Maprena-bemna, Cungpom [ullxopxa, cuappom Bucrora-Ongproka, Mutoxougpuanbuble 6onesuu (Cuuppom

MELAS, Jlu, Jle6epa, NARP, MERRF).

Hayunble uccnenoBanms mabopaTopun nopmepansl rocygapcrsenHsiMy koutpaktamu [SCREENGEN, Cipher:
20.800009.8007.22, Contract 22-PS, 03.01.2022] u rpanTamu MexxgyHaponHbix ¢ouros MRDA, BMBE DAAD n
Zp., YTO TO3BOJIMJIO COTPYAHMKAM IIPOXOAUTh CTRXKMPOBKU U paboTaTh B BeAYLIMX 1abOPAaTOPMUAX AMEpPUKU U

EBpomnbL

INTRODUCERE

Crearea laboratorului de diagnostic ADN in Republica
Moldova a coincis in timp cu initierea cercetérilor de
amploare la nivel mondial - proiectul Genomul Uman
- in 1990 cu scopul decodificdrii informatiei gene-
tice. In 1991, in cadrul sectiei de patologii ereditare a
IS OSM;siC a fost creatd prima echipéd ce-si propunea
initierea studiilor molecular-genetice. Astfel, progra-
mul international Genomul Uman a servit drept fundal
benefic pentru dezvoltarea activitétii stiintifico-practice
a echipei molecular-genetice in directia elabordrii si im-
plementdrii metodelor noi de diagnostic al patologiilor
ereditare [1].

Primele testari molecular-genetice, efectuate in 1992,
au avut drept scop identificarea mutatiilor §i particu-
laritatilor populationale a doud patologii monogenice
frecvente — miodistrofia Duchenne si hemofiliile A si
B [1]. In anii 1994-1996, se realiza deja diagnosticul
pentru identificarea mutatiilor frecvente in cazul feni-
Icetonuriei si fibrozei chistice atrofia muscularé spinald
(boala Verding-Hoftman)

Ca rezultat, in 2009 a fost posibil de a organiza Labo-
ratorul Stiintific de Genetica Moleculara Umand, ca
unitate independentd in cadrul Centrului National de
Séndtate Reproductivd si Geneticd Medicala. Actual-
mente, in cadrul Laboratorului activeazd sase cercetd-
tori stiintifici — Chiril Boiciuc, Victoria Hlistun, Iulia
Coliban, Doina Secu si Alexandr Dorif.

Pe parcursul activitatii, membrii Laboratorului i-au
sporit capacitatile prin accesarea proiectelor finantate
de la buget prin Academia de Stiinte din Moldova, dar
si a granturilor internationale precum MRDA, BMBE,
DAAD, fapt ce a permis stagierea colaboratorilor Labo-
ratorului in centrele de performanta din SUA si Europa
si participarea la diferite scoli de vara precum: “CBM
Summer School 2010, Personalized Medicine - Nu-
trition and Health, University of Trieste, IRCCS Burlo
Garofolo Hospital and CBM, (Trieste, Italy); "Internati-
onal School on Molecular Genetics for Young Scientists
“Cell biology” (Zvenigorod, Institute of Molecular Ge-
netics, Russian Academy of Sciences); TATAA biocenter
(Goteborg, Suedia), dar si cursuri ,,The next generation
sequencing” (Bertinoro, Italia), “Modern Molecular-bi-
ochemical Markers in Clinical and Experimental Medi-
cine” (Prague, Czech Republic), ,,Tehnici moleculare in

diagnosticul si screening-ul genetic, de la nucleotid la
genom” (Craiova, Romania), ,Semne evocatoare in ge-
netica clinicd” (Gura Humorului, Romania); Radbound
University, Nijmegen (the Netherlands.).

La baza Laboratorului au fost indeplinite si sustinute cu
succes mai mult de 40 teze de licenta si master, 4 teze de
doctor in stiinte medicale si biologie si o teza de doc-
tor habilitat. Actualmente toti colaboratori stiintifici
sunt la Scoala doctorala in domeniul stiintelor medica-
le a USMF ”Nicolae Testemitanu” si Scoala doctorala a
USM.

REZULTATELE STIINTIFICO-PRACTICE
PRINCIPALE

Din momentul implementdrii tehnicii PCR si pand in
prezent, activitatea practicd a Laboratorului s-a desfisu-
rat in colaborare strdnsa cu departamentul de geneticd
clinica. Eforturile comune ale acestor doud componen-
te ale geneticii medicale, celei academice (laboratorul
de cercetari) si celei practice (departamentul clinic),
reprezinta baza serviciului de diagnostic prenatal din
Republica, asigurdnd continuitatea cercetirilor si dez-
voltarea acestui domeniu. Datoritd activitatii prodigi-
oase a grupului de specialisti moleculari, a fost initiat
diagnosticul postnatal molecular pentru maladiile: PKU
(Fenilcetonurie), CFTR (Fibroza chistica), AZF (azos-
permie), GALT (galactozemie), MECP2 (Sindromul
Rett), ALDOB (fructozemie), WD (Boala Wilson), AKU
(alcaptonuria), DMD (Distrofia Musculara Duchenne),
Boala Celiacd, MELAS (Encefalomiopatia mitocondria-
14, acidoza lactica si episoade aseminitoare accidentelor
vasculare cerebrale), sindromul Leigh, LHON (Neuro-
patia optica ereditard Leber), MERRF (Epilepsia mioclo-
nicéd cu fibre rosii rugoase), NARP (Neuropatie, ataxie
si retinita pigmentard), SMA (Atrofia musculard spina-
14), CLCN1 (Thomsen mytonia), SCA (Ataxia Friedrei-
ch), FMR1 (sindrom X-fragil), AFF2 (X-efra sindrom),
PMP22 (CharcoMarie Touth la), AZF (azospermie).
Astfel, pe parcursul anilor de activitate, au fost efectuate
peste 150 de diagnosticari prenatale, pentru 6 maladii
monogenice grave. In 25% de cazuri, diagnosticul a fost
confirmat, pe cind in restul familiilor cu risc inalt feme-
ile au nascut copii sdnatosi.

Din anul 2010, au fost pornite cercetéri de determinare
a variantelor alelice ale genelor candidate, implicate in
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predispozitia genetica a omului cétre cele mai frecvente

boli cronice umane. Se studiaza in continuare rolul fac-

torilor cercetati prin analiza frecventei polimorfismelor
genelor MTHFR, MTRR, MTR, FV, FII, PAI-1, GSTM,

GSTT, GSTP, ACE, ApoB, ApoE si ale sistemului HLA

la cuplurile cu pierderi reproductive [2,3].

Laboratorul de Genetici Moleculara Umana dispune

in prezent de echipamentul de baza necesar pentru

diagnosticul unor boli si cercetdri molecular-genetice.

Datorita suportului Ministerului Sanatatii (2014-2015),

in urma realizérii grantului japonez de suport tehnic

JICA, Laboratorul a primit in dotatie un secventiator

de 8 canale Genetic Analyzer 3500Dx si un amplificator

in timp real RealTime PCR 7500 (Applied Biosystems,

SUA), ceea ce ne permite astazi si extindem conside-

rabil setul de metode si tehnici aplicative. Astfel, noi

utilizam:

1. tehnica de PCR cantitativ pentru identificarea mu-
tatiilor;

2. metoda amplificdrii multiplexe a sondei dependen-
ta de ligaturd (Multiplex ligation-dependent probe
amplification, MLPA);

3. metoda secventierii dupa Sanger, care ne permite
identificarea mutatiilor in genele de interes asociate
cu diverse patologii;

4. metoda analizei fragmentelor multiple de ADN.

Diagnosticul molecular genetic pentru maladia SMA

este efectuat prin intermediul tehnicii PCR-RFLP, dar

mai precisd si consideratd fiind standardul de aur este
tehnica MLPA. In acest sens, diagnosticul poate fi pus
cat mai curand posibil, de exemplu, inca din perioada
prenatala pentru familiile in care s-au ndscut deja copii
cu SMA, dar si pentru nou-nascuti din familii prezum-
tiv sanatoase (screening-ul nou-néascutului), precum si
in procesul de planificare familiald (screening al purté-

torilor) [4].

Pacientii suspecti la fenilcetonurie se testeaza pen-

tru cele mai frecvent intilnite 6 mutatii in gena PAH

(p.R408W, p.P281L, p.L48S, .p.R158Q, p.R252W,

p-R261Q) prin metoda PCR/RFLP. Analiza suplimen-

tara prin tehnica de secventiere Sanger a permis detec-
tarea genotipului complet, determinidnd mutatii de tip
splicing (IVS7+4A>G, IVS11+7T>C, IVS12+1G>A),

missense (p.A342T) si nonsense (p.R111*) [5].

Pacientii cu fenotip caracteristic maladiilor mitocon-

driale sunt examinati pentru cele mai frecvente mutatii

la nivelul ADN-ului mitocondrial prin intermediul teh-
nicii ARMS-qPCR [6], dar si tehnica HRM, gratie cé-
rora pot fi identificati pacienti cu sindroamele MELAS

(Encefalomiopatia mitocondriald, acidoza lactica si epi-

soade asemadndtoare accidentelor vasculare cerebrale),

Leigh [7], LHON (Neuropatia optica ereditara Leber),

MERRF (Epilepsia mioclonicé cu fibre rosii rugoase) si

NARP (Neuropatie, ataxie si retinita pigmentara) [8].

In mod similar, putem realiza secventierea intregului

genom mitocondrial, fapt care ne va permite sporirea

ratei de diagnosticare a acestor pacienti.

INSTITUTUL MAMEI $I COPILULUI
SOCIETATEA DE PEDIATRIE DIN REPUBLICA MOLDOVA

In cadrul IMSP Institutul Mamei si Copilului, in La-
boratorul de genetici moleculard umana, cercetari-
le privind imunodeficientele primare au inceput in
anul 2015. Au fost cuantificate concentratiile medii de
TREC (6565.2354 pentru 100.000 de celule) si KREC
(8173.212 pentru 100.000 de celule) pentru nou-ns-
cutii prezumtiv sanatosi din Republica Moldova [9].
A fost dezvoltat un test propriu TREC/KREC pentru
screening-ul nou-ndscutilor. A fost efectuata o analiza
detaliatd a profilurilor clinice, investigatiilor biochimi-
ce si molecular-genetice, precum si prognosticul celor
3 copii diagnosticati in cadrul laboratorului cu sindro-
mul Wiskott-Aldrich in perioada 2016-2019 [10, 11].
In timpul screening-ului selectiv au fost identificati 9
pacienti cu sindromul DiGeorge tip I [12] si un caz de
febrd mediteraneana familiala (confirmate prin NGS si
secventierea Sanger).

Pe langa cele mentionate, au fost obtinute date noi des-
pre particularitatile molecular-genetice ale DMD/B,
SMA si NSME 1A, pe un esantion de pacienti din Re-
publica Moldova. Baza de date a mutatiilor DMD-LO-
VD versiunea v3.0 [www.dmd.nl] a fost completatd cu
variante de mutatii detectate la pacientii din Republica
Moldova [13].

In perioada anilor 2006-2007, in cadrul Laboratorului
a fost realizat proiectul "Hemofilia A si B: screening
mutational si biochimic” finantat de MRDA. Proiectul
moldo-german in anul 2010 “Studierea functionala a
transporterului de cupru ATP7B in hepatocite si neu-
roni pentru terapia directionata a maladiei Wilson” in
colaborare cu “Klinische und Experimentelle Trans-
plantationshe patologie”, Universitatsklinikum Miin-
ster, Germany a permis implementarea tehnicii SSCP ca
metoda de screening prin estimarea mobilitatii electro-
foretice anormale a diferitor exoni ai genei ATP7B [1].

In cadrul proiectului pentru tineri cercetitori “Aso-
cierea mutatiilor frecvente in genele trombofilice cu
pierderile de sarcina in populatia Republicii Moldova”
(2012-2013), s-a implementat metoda PCR-RFLP pen-
tru depistarea mutatiilor trombofilice in gena B-Fibri-
nogen - 455G>A, GPIIla L33P, FV Leiden, FV H1299R,
Prothrombin G20210A, FXIII V34L [1].

In cadrul proiectului pentru tineri cercetatori ”Largirea
spectrului mutational in gena fenilalaninhidroxilazei
(PAH) la pacientii cu fenilcetonurie din Republica Mol-
dova” (2014-2015), finantat de catre ASM, a fost reali-
zatd cercetarea ldrgirii spectrului de mutatii ale genei
PAH, ce a permis elaborarea unei strategii de screening
molecular al fenilcetonuriei. In urma initierii unei co-
laboréri cu ,,The Department of Metabolic Diseases”
condus de Profesor Beat Tony din Elvetia (Kinderspital
Zurich - Eleonorenstiftung, Elvetia), specializat in di-
agnosticul molecular al erorilor de metabolism, a fost
posibila secventierea genei PAH la 40 de pacienti PKU
din R. Moldova, cu genotipul nedefinitivat. Datele de
la secventierea genei PAH au permis ridicarea ratei de
detectie a mutatiilor din gena PAH la 97% [1].
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Din 2015, echipa de cercetare realizeazé proiectul MOL-
DGENEX-ERIC ”Stimularea dezvoltarii tehnologiilor
inovationale in cercetarea Geneticii Umane si promo-
varea participarii active in proiecte prin conectarea la
Infrastructura Cercetirii Europene” In acelasi an a fost
creat Centrul Genetic de Excelentd (GEC) si continuim
favorizarea participdrii active a cercetatorilor moldoveni
in apelurile si proiectele de cercetare ale UE prin adera-
rea la infrastructurile de cercetare europene (TREAT-N-
MD, Metab-L etc.). Proiectul MOLDGENEX-ERIC a
valorificat colaborarea internationala in cadrul diferitor
activitdti, avindu-se in vedere o abordare pe doud di-
rectii: pe de o parte, initiativele stiintifice specifice care
au crescut sensibilizarea cu privire la implementarea
tehnologiilor in domeniul geneticii moleculare si spo-
rirea cunostintele despre functiile genomului pentru
diferite boli ereditare; iar pe de alta parte, au intreprins
eforturi de imbunatétire a nivelului de expertizd privind
diagnosticul molecular in baza fondurilor UE si disemi-
narea cunostintelor atat la nivel de MGEC cat si in ran-
durile cercetatorilor stiintifici moldoveni.

CONCLUZII

Metodele mentionate vor permite largirea spectrului de
diagnostic ADN pentru un numar mai mare de pato-
logii. Astfel, succesele studiilor molecular-genetice ale
Laboratorului in cercetarea fundamentald vor include
datele noi obtinute referitoare la specificul calitativ si
cantitativ al mutatiilor, defectele responsabile pentru
patologiile ereditare frecvente, la predispozitia genetica
pentru diverse manifestdri clinice etc. Noile rezultate
vor f1 utilizate in elaborarea programelor de screening,
in urma cérora va deveni posibil de a identifica purtato-
rii formelor nefavorabile ale genelor, respectiv de a es-
tima riscurile asociate cu aparitia patologiilor in cadrul
populatiei térii.

Totodata, Laboratorul promoveaza consolidarea capa-
citatilor de infrastructurd si potential uman in Repu-
blica Moldova, pentru dezvoltarea serviciilor noi de
diagnostic molecular-genetic.

Funding. This initiative is funded by research project
»Medicina Genomicd si Metabolomicd in serviciul
profilaxiei maladiilor genetice pentru generatii Sini-
toase in Republica Moldova” [SCREENGEN, Cipher:
20.800009.8007.22, Contract 22-PS, 03.01.2022].
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