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Cuvinte cheie: 15 loci STR, frecventa alelica, Satu Mare, SNP, MTHFR, schizofrenie, C677T,
A1298C

INTRODUCERE

Cele mai spectaculoase descoperiri stiintifice in epoca actuald s-au facut in genetica, dupa
cum se stie, identificarea ADN (amprenta genetica) fiind una dintre ele.

Secventele ADN repetate in tandem, care sunt raspandite in intregul genom uman, au o
naturd polimorfa ceea ce le recomanda ca markeri genetici importanti pentru studiile de cartare
geneticd, in diagnosticul maladiilor si 1n testarea identitatii umane. Secventele scurte repetate in
tandem (Short Tandem Repeats, STR-urile) contin o unitate repetitivi de 2-6pb si pot fi
amplificate cu ajutorul reactiei in lant a polimerazei (Polymerase Chain Reaction, PCR).

Mutatiile punctiforme din anumite gene determind modificari ale proteinelor care provoaca
aparitia unor maladii. Astfel, o mutatie punctiforma in gena care codifica metilentetrahidrofolat
reductaza (MTHFR), enzima cu rol central in ciclul folatului, determina un fenotip caracterizat
prin afectarea sistemului nervos si vascular.

Aceastd tezd de doctorat prezintd metodele de genotipare utilizate in amprentarea
geneticd umand si metodele de secventilizare pentru detectarea mutatiilor punctiforme implicate
n schizofrenie. S-a efectuat un studiu la nivel de populatie pe un esantion de 214 indivizi Tn
vederea intocmirii unei baze de date populationale. Datele obtinute in urma studiului
populational au fost comparate cu studii similare efectuate pe esantioane din Romania si din alte
tari ale lumii. In urma secventializirii ADN-ului obtinut de la un lot de bolnavi de schizofrenie,
s-a studiat corelatia intre doud mutatii punctiforme din gena pentru metilentetrahidrofolat

reductaza si schizofrenie.

|.Importanta metodelor genetice in medicina

Genetica medicala studiaza istoricul genetic al familiei, determinarea riscurilor genetice,
furnizeaza sfaturi genetice in prevenirea si diagnosticarea bolilor genetice. Istoricul genetic al

familiei poate identifica riscul dezvoltarii bolilor mono- si multifactoriale.

Il.LAmprente umane

Omul poate crea la fata locului urme forma si urme materiale (urme biologice).
Din categoria urmelor forma fac parte: urmele mainilor; urmele picioarelor; urmele
buzelor; urmele dintilor; urmele urechilor, nasului si ale altor parti ale corpului uman; urmele

vocii si vorbirii; scrisul $i maniera de executie a nodurilor si legaturilor.
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Urmele materie de naturd umand mai sunt denumite si urme biologice (in limbajul de
specialitate se mai foloseste si termenul de urme biocriminalistice). In general, ele nu au forma

exterioard bine conturata, exceptie facand oasele, unghiile si firele de par.
1. Amprenta genetici umana

La fel ca si amprentarea digitald, care se foloseste in laboratoarele politiei din anii 1930,
fiecare persoand are o amprentd ADN unica. Spre deosebire de amprenta digitald care apare pe
varful (buricele) degetelor si poate fi modificata prin operatie chirurgicald, amprenta ADN este
aceeasi pentru fiecare celuld, tesut si organ al unei persoane; nu se poate modifica prin
tratamente cunoscute. Astfel, amprenta geneticd umana a devenit rapid o metoda primara pentru
identificarea si distingerea dintre indivizii umani (Church, 2006).

Amprenta ADN este folosita pentru:

1. Dezvoltarea tratamentelor pentru maladii mostenite - prin analizd genotipica pot fi
depistate mai mult de 30 de maladii genetice (Serre, 2002).

2.  Probele biologice - metoda amprentelor genetice permite nu doar discriminarea unui
suspect, dar si incriminarea altuia prin identificarea ADN-ului si a urmelor lasate la locul
crimei (Betsch, 1994).

3. ldentificarea persoanelor - amprenta ADN este necesara pentru identificarea mortilor sau a
persoanelor disparute in misiune (Betsch, 1994) asa cum a fost in cazul cadavrelor dupa
atacul terorist din 11 septembrie 2007 de la Turnurile Gemene din Statele Unite al
Americii.

4. Medicina veterinard - amprenta ADN poate fi utilizatd in reproducerea selectiva prin
stabilirea corectd a liniilor de reproducere la animalele de rasa (Epplen, 1999).

5. Studiul populatiilor - amprenta geneticdi umana se foloseste si pentru compararea

frecventelor alelice intre populatii la un locus dat (Edwards, 2008).

IV. Schizofrenia

Schizofrenia este o afectiune psihicd cu evolutie indelungata, continua, intermitentd sau
remitenta a cdrei caracteristicd esentiald o constituie disocierea autistd a personalitatii. Strict
etimologic, termenul se traduce prin “disocierea mintii” (in limba greacad “schizein” inseamna a
desparti, iar “fren” inseamna minte, spirit) (Carata-Dejoianu, 2008).

Una dintre cele mai raspandite ipoteze in studiul schizofreniei o reprezintd ,,ipoteza

dopaminei” care sugereaza ca o disfunctie a sistemului de neurotransmitere dopaminergica duce
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la o scadere a concentratiei de dopamina in regiunile corticale si la un exces de dopamina in
ariile striate ale creierului (Howes si Kapur, 2009).

Aberatiile cromozomiale mici reprezintd un risc in aparitia schizofreniei. O astfel de
aberatie cromozomiala este sindromul deletiei 22q11.2 (22q11.2 DS). Acest sindrom comun de
microdeletie prezinta caracteristici congenitale incluzand aici si predispozitia pentru schizofrenie

(Karayiorgou et al, 1995; Bassett et al, 2005).

V. Materiale si metode

Pe baza caracteristicilor genetice ale populatiilor studiate pentru analizele criminalistice,
cum ar fi respectarea echilibrului Hardy-Weinberg si a independentei alelelor din diferiti loci s-a
ales un set de 13 loci (D3S1358, VWA, FGA, D8S1179, D21S51, D5S818, D13S137, D7S820,
D16S539, CSF1PO, TPOX, THOl)cu scopul de a fi markeri genetici pentru analizele
criminalistice §i in testele de paternitate.

Microsatelitii sau STR-urile cuprind repetitii de 1-5 nucleotide, numarul repetitiilor
variind de la cateva zeci de baze la o suta sau chiar mai mult, desi unele repetitii trinucleotidice
reprezinta exceptii notabile. Microsatelitii sunt raspanditi mai mult sau mai putin intamplator in
intregul genom uman. Numarul repetitiilor totale al fiecarui microsatelit scade odata cu cresterea
marimii unitatii repetate (Brinkmann, 1998).

SNP-urile reprezinta mutatii punctiforme in secventa ADN care pot fi gasite atat in
regiunile codificatoare, dar mai ales in cele necodificatoare. SNP-urile se utilizeaza in diagnostic

molecular, criminalistica, genetica populatiei si studii de evolutie (Linacre et al, 2002).

V.1. STUDIUL A 15 LOCI STR iN POPULATIA
DIN NORD-VESTUL ROMANIEI

In studiul de fatd s-a lucrat pe un esantion de 214 indivizi de diferite etnii, din judetul
Satu Mare (figura 1), carora li s-au recoltat 2 ml sange integral pe anticoagulant, ca proba
biologica. De remarcat este faptul ca in acest judet situat in nord-vestul tarii si la granita cu
Ungaria i Ucraina, existd o imixtiune de populatie romand, maghiara, svaba, ucraineand si

rroma.
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Figura 1. Localizarea judetului Satu Mare

Utilizarea probelor pentru acest studiu s-a facut cu acordul persoanelor de la care s-au
recoltat mostrele de sange.
Probele au fost colectate n perioada 2005-2006.

V.1.1. Izolarea si purificarea ADN-ului

O parte dintre probele colectate au fost supuse unei metode clasice de extractie a ADN-
ului, metoda ce utilizeaza clorura de potasiu si proteinaza K, iar pentru restul probelor am folosit

kitul Promega, Wizard Genomic DNA Purification kit-100 isolation.

Extractia ADN-ului genomic cu kit Promega, Wizard Genomic DNA Purification
kit-100 isolation.

Se respecta pasii indicati de producator, insa pentru obtinerea unui randament mai mare
s-au modificat pasii de centrifugare, de incubare, precum si numarul etapelor de spilare ale

sangelui.

Un lucru esential pentru experimentele care utilizeaza ADN-ul este evitarea contaminarii
probelor de ADN. La fel de importante sunt calitatea i cantitatea materialul genetic.

Calitatea ADN-ului poate fi examinatd prin electroforeza pe gel de agaroza sau
spectofotometric, selectdnd probele cu raportul A260/A280 cuprins intre valorile 1,7-1,9.
Rapoarte mai mici indicd contaminarea cu proteine sau chimicale organice.

Cantitatea de ADN poate fi critica atat pentru succesul reactiilor de secventializare, cat
si pentru identificarea umana (AbiPrism 310, User’s Manual, 2001, AbiPrism 310, User’s
Guide, 2001).
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V.1.2. Metoda de genotipare

Experimentele de genotipare, de analiza a fragmentelor, determind marimea si
cantitatea fragmentelor de ADN din proba, prin compararea datelor din proba cu datele
obtinute de la un marker de greutate moleculara.

Kitul utilizat pentru genotipare a fost AmpFISTR Identifiler. Kitul AmpFISTR
Identifiler este o tehnologie multiplex ce amplifica 15 loci tetranucleotidici si locusul pentru
amelogenind Intr-o singura reactie. Sunt amplificati toti cei 13 loci din sistemul CODIS si in
plus 2 loci: D2S1338 51 D19S433.

Aparatul folosit pentru amplificarea locilor studiati au fost Mastercycler (Eppendorf).

Dupa reactia polimerazei, probele se pregatesc pentru migrare. Se pregateste un amestec
si pentru markerul alelic, dar n loc de ADN se adauga 1 pl produs amplificat Allelic Ladder aflat
Tn componenta kitului de amplificare.

Probele se denatureaza in termobloc, dupa care se pun pe gheata. Apoi, probele se se pun
n tuburi speciale pentru genotipare si secventializare si se ageaza in suporturi cu 96 de godeuri,
care se introduc in analizorul genetic.

Cu ajutorul programului GeneScan v.3.7. (Applied Biosystems) are loc determinarea
dimensiunii fiecarui fragment separat electroforetic prin comparatie cu markerul de migrare ce

contine fragmente de dimensiuni cunoscute.

V.1.3. Analiza statistica a datelor obtinute

Pentru validarea locilor STR s-a realizat analiza statistica pentru confirmarea respectarii
echilibrului Hardy-Weinberg si calcularea parametrilor statistici de relevantd medico-legala:
probabilitatea de potrivire, puterea de discriminare, informativitatea polimorfismului, puterea de
excluziune, indiceleul de paternitate, homozigotia si heterozigotia.

Testele statistice pentru echilibrul Hardy-Weinberg au fost executate cu programul

GenePop.

V.2. Asocierea alelici a genei pentru metilentetrahidrofolat reductaza cu
schizofrenia

Existda un consens printre cercetatori conform caruia schizofrenia este o boald
multifactoriala. Metilentetrahidrofolat reductaza (MTHFR) este enzima cu rol central in ciclul
folatului si contribuie la metabolizarea aminoacidului homocisteind. Ea catalizeazd reducerea
5,10-metilentetrahidrofolatului in 5-metilentetrahidrofolat, care genereaza forma activd a

8
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folatului necesara pentru remetilarea homocisteinei la metionina (Goyette et al, 1993). Deficitul
MTHER se asociaza frecvent cu hiperhomocisteinemie §i homocistinurie cu distributia alterata a
folatului si un fenotip caracterizat prin afectarea sistemului nervos si vascular (Schwahn si
Rozen, 2001; Foldinger et al, 1999).

In forma homozigotd a MTHFR, o mutatie C677T apare la peste 5% din populatia adulti
si produce o variantd termolabild care reduce activitatea enzimei la sub 30% fata de varianta

normala (Bjelland et al, 2003).

V.2.1. Procesarea probelor pentru analiza alelelor MTHFR

ADN-ului genomic a fost izolat cu ajutorul kit-ului Qiagen (QIAmp®DNA Blood Mini Kit)
din 300 pl de sange recoltat pe EDTA.

V.2.2. Amplificarea fragmentelor ce contin polimorfisme prin PCR

Pentru amplificarea fragmentului ce contine polimorfismul C677T din gena MTHFR s-au
utilizat urmatoarele amorse:

C677T-forward 5’-CAG AAG CAT ATC AGT CAT GAG C-3’

C677T-reverse 5’-CCA AGC AAC GCT GTG CAAGT-3’

Amorsele flancheaza un fragment de 500pb.

Pentru amplificarea fragmentului ce contine polimorfismul A1298C din gena MTHFR s-
au folosit urmdtoarele amorse:

A1298C-forward 5’-CAG ACCTTCCTT GCA AAT ATATCT TTG-3’

A1298C-reverse 5’-CGG CCC CCA ACA AAG ACC-3’

Amorsele flancheaza un fragment de 510pb.

V.2.3. PCR-ul de secventializare
Pentru determinarea exactd a succesiunii nucleotidelor din fragmentele de ADN
amplificate a fost folositd metoda Sanger (metoda dideoxi). PCR-ul de secventializare a fost
realizat cu kitul BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) folosind
ca ADN-matrita produsii PCR purificati din gel.
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VI. REZULTATE SI DISCUTII

VI1.1. Studiul a 15 loci STR in populatia din nord-vestul Romaniei

Pentru a obtine rezultate cat mai bune, s-au efectuat mai multe dilutii ale ADN-ului
genomic.

Pentru obtinerea datelor cit mai precise, a fost nevoie de optimizarea PCR-ului. Tn
cazul n care cantitatea ADN-ului genomic a fost prea mare, s-au observat artefacte (alele false)
in urma analizarii datelor. In cazul in care cantitatea de ADN-ul genomic a fost prea mici, s-a
observat pierderea de alele sau chiar loci.

In cazul analizarii preliminare a datelor, sunt necesare respectarea unor pasi pentru a
obtine rezultate cat mai precise. La fiecare electroforeza, este indicat ca intdi sd se migreze
Allelic Ladder-ul astfel incat sa se poata observa micile variatii ale conditiilor de electroforeza.
Primul pas in analiza datelor este verificarea Allelic Ladder-ului. Tn urma analizei preliminare a
probelor, se decide daca concentratia de ADN a fost optima, urmarindu-se artefactele (arc
electric, "peek"-uri taiate, alele false). Se analizeaza fiecare locus si se noteaza alelele prezente,
tindnd cont de Allelic Ladder-ul migrat in aceleasi conditii cu probele respective si concentratia
fragmentelor obtinute. Dupad determinarea alelelor, urmeaza evaluarea statistica a rezultatelor
obtinute: echilibrul Hardy-Weinberg, gradul de heterozigotie, alelele rare daca e cazul, si astfel
se obtine o viziune de ansamblu asupra alelelor existente in populatia studiata.

Tn urma analizei statistice, s-au obtinut frecventele pentru alelele locilor studiati, numarul
homozigotilor si a heterozigotilor, precum si valoarea p pentru echilibrul Hardy-Weinberg
(tabelul 1). In populatia studiati, apar cateva alele rare, astfel: la locusul D21S11- alelele 33 si
34, la locusul D7S820- alela 13, la locusul D3S1358- alela 13, la locusul THO1- alela 4, la
locusul D13S317- alela 15, la locusul D2S1338- alelele 10 si 14, la locusul D19S433 — alela 10,
la locusul TPOX- alelele 7 si 13, la locusul D18S51- alelele 13,2 si 14,2, la locusul D5S818-
alela 7 si la locusul FGA- alela 29. Se observa ca pentru locii THO1, D2S1338, TPOX, D18S51
si FGA, valoarea p pentru echilibrul Hardy-Weinberg se situeaza sub 0,05 deci pentru acesti loci
populatia analizatd nu respecta echilibrul Hardy-Weinberg. Acest lucru se poate datora faptului
cd pe teritoriul judetului Satu Mare convietuiesc mai multe nationalitdti §i majoritatea
persoanelor provin din familii mixte.

Populatia studiatd a fost comparata cu alte populatii de pe teritoriul tarii. Astfel, daca
ludm in considerare populatia judetului Satu Mare si un esantion din municipiul Bucuresti,
observam ca existd un numar redus de valori semnificative (P<0.05) dacad se aplica testul de
comparare a populatiilor (Fst) si testul exact pentru diferentierea populatiilor. Aceste diferente

apar in cazul locilor D21S11 si THO1 daca comparam populatiile cu Fsr si la locii D21S11,

10
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THO1 si FGA daca se utilizeaza testul exact. Daca comparam populatia luatd Tn studiu cu o
populatie din judetul Timisoara, observam ca sunt diferente in cazul locilor D13S17 si TPOX
cand aplicam Fsr, respectiv D21S11, D13S17 cand folosim testul exact.

Comparand populatia judetului Satu Mare cu populatia maghiara din judetul Harghita, 4
din cei 15 loci prezinta diferente pentru ambele teste de comparatie: D7S820, D13S317, TPOX
si D5S818. Daca utilizam aceleasi teste pentru compararea populatiei studiate cu populatia
ceangdilor din judetul Harghita, obtinem diferente in cazul urmatorilor loci: D7S820, D13S317,
TPOX si FGA pentru testul Fsr si D21S11, D7S820, D13S317, TPOX si FGA pentru testul
exact.

Studiind diferentele intre populatia judetului Satu Mare si populatia de maghiari din
judetul Covasna, s-au inregistrat valori semnificative in cazul a 5 loci: D7S820, D13S317 si
TPOX daca se aplica Fsr, precum si D21S11, CSF1PO, D13S317 si TPOX pentru testul exact.

Efectuand o comparatie cu populatia generald a Transilvaniei, s-au obtinut diferente
pentru locii D21S11, D13S317, D16S539, TPOX daca aplicam testul Fsr, iar pentru testul exact
difera valorile corespunzatoare locilor D21S11, D13S317, TPOX, D18S51, FGA.

Analizand rezultatele testului exact, 5 din cei 15 loci testati au prezentat valori
semnificative (D21S11, D13S317, TPOX, D18S51, FGA) in comparatia populatiei din judetul
Satu Mare cu populatia generald a Moldovei. Daca cele doud populatii au fost supuse testului
Fsr, diferente apar la locii D7S820, D13S317, TPOX.

Cele mai multe valori semnificative au fost obtinute in comparatia cu populatia generala
a Olteniei s$i Munteniei. in cazul Fsr, diferentele se observa la locii D21S11, D13S317,
D16S539, D2S1338, TPOX si D19S51, iar pentru testul exact la locii D21S11, D13S317,
D16S539, TPOX, D18S51si FGA.

Testele statistice au evidentiat cd locii D21S11, D7S820, D13S317, TPOX si FGA sunt
cei mai polimorfici loci STR autozomali studiati pana in prezent, specifici acestei regiuni. Astfel,
observam ca pentru locii D21S11, D13S317 si TPOX exista valori semnificativ diferite in
comparatia dintre populatia judetului Satu Mare cu toate celelalte populatii luate in studiu.

Cu toate ca populatia studiatd este relativ heterogena, acesti loci sunt specifici pentru
nord-vestul Romaniei. Din acest motiv, esationul studiat poate fi utilizat pentru identificare
umana si diferentieri intre populatii.

Prin analiza a 15 loci STR autozomali putem concluziona, ca distanta genetica masurata
prin compararea frecventelor alelice indica faptul c@ populatia inclusd in prezentul studiu
prezinta o diferentd mai mica fatd de populatia romanilor din municipiul Bucuresti si populatia
generala din vestul Romaniei (judetul Timigoara) decat fatd de populatia generala a Olteniei si

Munteniei si a populatiilor din Harghita si Covasna.
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Studii moleculare ale variabilitatii genetice umane in cazuri normale si patologice (schizofrenie)

Daca comparam populatia judetului Satu Mare pe rand cu cate o populatie din
Muntenegru, Rusia, Venezuela si Tanzania putem corela distantele genetice masurate prin
compararea frecventelor alelice care existd intre populatii cu distantele geografice dintre
populatiile comparate (tabelul 2). Asa cum se putea presupune, populatia studiata si populatia din
Rusia sunt cele mai putin diferite. Diferentele cele mai mari se observa intre populatia luata in
studiu si cea din Tanzania. Intre populatia studiati si populatia din Muntenegru, respectiv, cea
din Venezuela diferentele sunt mult mai mici. Daca in cazul tarilor Rusia, Muntenegru si
Tanzania diferentele genetice sunt comparabile cu distanta dintre populatiile comparate,
populatia din Venezuela (cea mai indepartata din punct de vedere geografic) prezintd diferente
mai mici decat ne-am fi asteptat. Cea mai mare varietate in ceea ce priveste frecventa alelor, se
observa la locii D7S820, THO1 si TPOX, iar distributia cea mai omogena a alelelor apare in
cazul locusului D5S818.

Daca compardam populatia judetului Satu Mare pe rand cu cate o populatie din
Muntenegru, Rusia, Venezuela si Tanzania putem corela distantele genetice masurate prin
compararea frecventelor alelice care existd intre populatii cu distantele geografice dintre
populatiile comparate. Asa cum se putea presupune, populatia studiatd si populatia din Rusia
sunt cele mai putin diferite. Diferentele cele mai mari se observa intre populatia luata in studiu si
cea din Tanzania. Intre populatia studiati si populatia din Muntenegru, respectiv, cea din
Venezuela diferentele sunt mult mai mici. Daca in cazul tarilor Rusia, Muntenegru si Tanzania
diferentele genetice sunt comparabile cu distanta dintre populatiile comparate, populatia din
Venezuela (cea mai indepartata din punct de vedere geografic) prezintd diferente mai mici decat
ne-am fi asteptat. Cea mai mare varietate n ceea ce priveste frecventa alelor, se observa la locii
D7S820, THO1 si TPOX (figurile 2, 3, si 4), iar distributia cea mai omogena a alelelor apare in
cazul locusului D5S818 (figura 5).

D7S820
0,450
0,400
&y 0,350 @ Satu Mare
] 0,300 B Muntenegru
© 0,250 Rusi
g_ 0.200 O Rusia
% 0,150 O Venezuela
g 0,100 B Tanzania
0,050
0,000 ,_E.:El__r
7 8 9 10 11 12 13 14
alele

Figura 2. Frecventa alelor la locusul D7S820 pentru populatiile din Satu Mare, Muntenegru,
Rusia, Venezuela si Tanzania
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Figura 3. Frecventa alelor la locusul THO1 pentru populatiile din Satu Mare, Muntenegru,
Rusia, Venezuela si Tanzania
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Figura 4. Frecventa alelor la locusul TPOX pentru populatiile din Satu Mare, Muntenegru,
Rusia, Venezuela si Tanzania
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Figura 5. Frecventa alelor la locusul D5S818 pentru populatiile din Satu Mare, Muntenegru,
Rusia, Venezuela si Tanzania
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V1.2. Asocierea alelici a genei pentru metilentetrahidrofolat reductazi cu schizofrenia

In cadrul acestui studiu au fost analizati loturi experimentale si de control pentru doui
mutatii punctiforme din gena MTHFR in vederea observarii gradului de corelatie dintre anumite
frecvente genotipice si manifestari de tip schizoid.

Ampliconii au fost purificati din gel de agaroza 1%. Markerul utilizat a fost pQEG0
digerat cu Dral (godeul 1) (figurile 6 si 7).

1 2 3 4 5 6 7

<“— 500 pb

Figura 6. Verificarea PCR-ului cu amorsele specifice (C677T)

510 pb

Figura 7. Verificarea PCR-ului cu amorsele specifice (A1298C)

Pentru purificarea ampliconilor s-a folosit Kit-ul Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega).
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1. Polimorfismul genei MTHFR
S-a analizat polimorfismul C677T din gena MTHFR la 46 de probe din lotul de
pacienti. Dintre acestia, 13 prezintd alela salbatica CC, 27 indivizi sunt heterozigoti CT, iar 6
indivizi sunt homozigoti, avind alela defecta TT. Tn lotul de control au fost analizate 35 de
probe, din care 23 de indivizi au alela salbatica CC, 7 sunt heterozigoti CT, iar 5 indivizi sunt

homozigoti, avand alela ,,defectd” TT (figura 8).

30

27
25 23

20 4
15 A 13

10 A
5

3 —

CcC CT T

‘|:| Lot control m Lot pacienti ‘

Figura 8. Polimorfismul C677T din gena MTHFR

Homozigotii TT mutanti apar in procente similare la cele doua loturi analizate ceea ce
infirma ipoteza conform careia genotipul homozigot mutant ar fi implicat in instalarea
schizofreniei. Se observa o inversare a proportiilor pentru genotipurile CC si CT intre loturile

experimental si control (tabelul 3).

LOT CONTROL LOT PACIENTI
Normal Modificat Normal Modificat
GENOTIP CcC CT TT CcC CT TT
Numar 23 7 ) 13 27 6
% 65,7 20,0 14,3 28,3 58,7 13,0
% 65,7 34,3 28,3 71,7

Tabelul 3. Polimorfismul C677T din gena MTHFR

n cazul polimorfismului A1298C din gena MTHFR au fost analizate 42 de probe din
lotul de pacienti. Dintre indivizii analizati 24 au alela salbaticd AA, 20 sunt heterozigoti AC, iar

5 indivizi sunt homozigoti, avand alela defectd CC. La lotul de control au fost analizate 40 de
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probe, dintre acestea 17 au alela salbatica AA, 20 indivizi sunt heterozigoti AC, iar 3 indivizi

sunt homozigoti, avand alela mutantd CC (figura 9).

30

25 A
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20 A 17

15 A
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AC CcC
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Figura 9. Polimorfismul A1298C din gena MTHFR

Numadrul redus al indivizilor homozigoti, purtitori ai alelei defecte TT
(C677T)/CC(A1298C) poate fi explicat ca rezultat al selectiei. In aceste cazuri rezulti o enzima
termolabild cu activitate scazutd §i cu urmari negative asupra organismului. Polimorfismul din
pozitiile studiate se mentine in populatie in forma heterozigota in decursul generatiilor, dar nu si

in forma homozigota (tabelul 4).

LOT CONTROL LOT PACIENTI
Normal Modificat Normal Modificat
GENOTIP AA AC CcC AA AC CcC
Numar 17 20 3 24 13 5
% 42,5 50,0 7,5 57,1 31,0 11,9
% 42,5 57,5 57,1 429

Tabelul 4. Polimorfismul A1298T din gena MTHFR

Un studiu similar pe un lot de 68 pacienti, a observat prezenta alelei salbatice CC in
pozitia 677 la 32 de persoane, in timp ce 25 de pacienti sunt heterozigoti CT, iar 11 prezinta alela
mutantd TT in formd homozigotd. Comparand cu rezultatele noastre, acest lot de pacienti

prezinta forma sélbatica CC in proportie de 47%, in timp ce in lotul studiat de noi genotipul CC
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apare 1n 28% din cazuri. Heterozigotii CT sunt prezenti in proportie de 58,7% in lotul studiat de

catre noi si in procent de 36,8% in celalalt lot (figura 10).

35 32
30 1 27
25
20
15 1 13

11
10 A

cC CcT T

OLot UBB m Lot UMF

Figura 10. Polimorfismul genei MTHFR in pozitia 677 la pacientii din lotul studiat la
Universitatea ,,Babes-Bolyai” si din lotul studiat la Universitatea ,,Juliu Hatieganu”

Tn cazul polimorfismului A1298C, nu exista diferente semnificative intre cele doua loturi
privind prezenta alelei sdlbatice homozigote AA, aceasta fiind prezenta in proportie de 57,1% in
lotul studiat de noi si 58,2% 1n lotul celdlalt. Se observa faptul ca 31% din pacientii lotului nostru
sunt heterozigoti AC, in timp ce din lotul paralel 41,2% prezintd ambele alele. Dintre pacientii
studiati de catre noi, 11,8% sunt homozigoti pentru alela mutantd CC, insa din lotul celalalt

niciun pacient nu prezintd acest genotip (figura 11).
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Figura 11. Polimorfismul genei MTHFR in pozitia 1298 la pacientii din lotul studiat la
Universitatea ,,Babes-Bolyai” si din lotul studiat la Universitatea ,,Juliu Hatieganu”
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V. CONCLUZII

In urma analizirii a 15 loci STR intr-o populatie din nord-vestul Romaniei (judetul Satu
Mare) si compararea rezultatelor cu date similare obtinute pentru populatii din alte regiuni ale
Romaniei, din Rusia, Muntenegru, Tanzania si Venezuela s-a observat:
- cea mai semnificativd diferentd dintre populatia studiatd si celelalte populatii
romanesti se observa pentru populatia generala din Oltenia si Muntenia.
- pe plan mondial, populatia studiatd este mai apropiata in ordine de populatiile din
Rusia, Venezuela, Muntenegru si, in ultimul rand, Tanzania. Similaritatea mai mare
dintre populatia satmareand si Venezuela decat fatd de cea muntenegreand, in
pofida distantei geografice mai mari dintre primele doua, se poate datora faptului ca
populatia din Muntenegru este una izolata intr-o zona muntoasa, greu accesibila, si

mult consangvinizata.

Numarul redus al indivizilor homozigoti purtatori ai alelelor mutante TT pentru locusul
C677T si CC pentru locusul A1298C se datoreaza selectiei negative care actioneaza asupra

acestor genotipuri.

Pentru locusul C677T 1n lotul experimental domina forma heterozigota CT cu o pondere
de 58,7% fata de 20% in lotul control. Pentru locusul A1298C, domina in lotul experimental cu o
pondere de 57,1% fenotipul homozigot normal fata de 42,5% in lotul control. Nu se observa o

corelatie directd si semnificativa intre genotipurile mutante si manifestarile schizoide.

Pentru bolile neuropsihice deoarece sunt boli cu etiologie complexa, multigenica, astfel

Tncét este necesara studierea concomitenta a diferitelor gene (MTFHR, PON1, COMT etc).
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Allele D8S1179| D21S11 D75820 CSF1PO| D3S1358| THO01 D13S317 | D16S539 D2S51338| D19S433| VWA TPOX D18S51D5S818| FGA
4 - - - - - 0.002 - - - - - - - - -
6 - - - - - 0.224 - - - - - - - - -
7 - - 0.016 - - 0.159 - - - - - 0.002 - [ 0005 -
8 0.021 - 0.091 0.005 - 0107 | 0.31 | 0.009 - - - 0.348 - - -
9 0.007 - 0.138 0.019 - 0.243 | 0072 | 0.065 - 0.002 - 0.264 - | ooss| -
93 - - - - - 0.252 - - - - - - - - -
10 0.068 - 0.213 0.262 - 0.012 | 0.051 | 0.082 - 0.002 - 0084 | 0009 0.082] -
11 0.049 - 0.355 0.341 - - 0.224_| 0.250 - 0002 | 0.002 | 0429 | 0.012]| 0.304] -
12 0.124 - 0.138 0.306 - - 0.266 | 0.334 - 0.103 - 0164 | 0.126] 0.369] -
13 0.325 - 0.049 0.051 | 0.005 - 0189 | 0.224 - 0.255 | 0.002 | 0.009 | 0.00]| 0192 -
132 - - - - - - - - - 0.090 - - 0019| - -
14 0.266 - - 0.016 | 0.136 - 0051 | 0.035 0004 | 0322 | 0.110 - 0.168| 0.014] -
14.2 - - - - - - - - - 0.019 - - 0014] - -
15 0.126 - - - 0.273 - 0.014 - - 0.161 | 0.091 - 0152| - -
15.2 - - - - - - - - - 0.040 - - - - -
16 0.014 - - - 0.231 - - - 0.072 | _0.040 | 0.206 - 0138 - -
16.2 - - - - - - - - - 0.028 - - - - -
17 - - - - 0.196 - - - 0.189 | 0.009 | 0.273 - 0114 - -
17.2 - - - - - - - - - 0.007 - - - - -
18 - - - - 0.147 - - - 0.098 - 0.196 - 0.068| - | 0.009
19 - - - - 0.012 - - - 0.117 - 0.091 - 0047 - |o0.072
20 - - - - - - - - 0.147 - 0.028 - 0019] - | o0.119
21 - - - - - - - - 0.035 - - - 0012] - | 0152
22 - - - - - - - - 0.026 - - - 0002] - |o0.164
23 - - - - - - - - 0.091 - - - - - | 0.159
24 - - - - - - - - 0.112 - - - - - | 0.136
25 - 0.002 - - - - - - 0.091 - - - - - [oam
26 - 0.002 - - - - - - 0.016 - - - - - |o.061
27 - 0.012 - - - - - - - - - - - - [oo14
28 - 0.180 - - - - - - - - - - - - -
29 - 0.245 - - - - - - - - - - - - | 0.002
292 - 0.002 - - - - - - - - - - - - -
30 - 0.194 - - - - - - - - - - - - -
302 - 0.044 - - - - - - - - - - - - -
31 - 0.037 - - - - - - - - - - - - -
312 - 0.082 - - - - - - - - - - - - -
32 - 0.026 - - - - - - - - - - - - -
322 - 0.079 - - - - - - - - - - - - -
33 - 0.042 - - - - - - - - - - - - -
332 - 0.035 - - - - - - - - - - - - -
34 - 0.012 - - - - - - - - - - - - -
342 - 0.005 - - - - - - - - - - - - -
H 0.827 | 0.836 | 0.762 | 0.696 | 0785 | 0.715 | 0.738 | 0.738 | 0.846 | 0.785 | 0794 | 0626 | 0.832] 0.696] 0.771
MP | 0078 | 0.046 | 0.081 | 0.130 | 0.076 | 0.077 | 0.058 | 0.090 | 0.030 | 0075 | 0061 | 0.105 | 0.029| 0.124] 0.033
PD | 0922 | 0954 | 0919 | 0.870 | 0.924 | 0923 | 0.942 | 0910 | 0970 | 0925 | 0.939 | 0.895 | 0.971| 0.876| 0.967
PIC | 0.750 | 0830 | 0.750 | 0.670 | 0.760 | 0.760 | 0.790 | 0.730 | 0870 | 0.760 | 0.790 | 0.720 | 0.870| 0.680] 0.860
PE | 0650 | 00668 | 0530 | 0423 | 0572 | 0.452 | 0.490 | 0490 | 0.687 | 0572 | 0589 | 0.323 | 0.659| 0.423] 0.546
TPI 2.89 3.06 2.10 1.65 2.33 175 191 1.91 3.24 2.33 2.43 1.34 2.97 | 1.65] 2.8
P 0619 | 0179 | 0.321 | 0.659 | 0918 | 0.038 | 0.433 | 00946 | 0.015 | 0.458 | 0579 | 0.000 | 0.034] 0.627] 0.002

H-heterozigotia, MP-probabilitate de potrivire, PD-putere de discriminare, PIC-informativitatea polimorfismului, PE-puterea de excluziune, TPI- indicele de
paternitate, p- testul exact pentru echilibrul Hardy Weinberg

Tabelul 1. Frecventa alelica si parametri statistici pentru populatia judetului Satu Mare formata din 214

indivizi
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Marker Test Po;zjualtaation CJ-Hu CV-Sze HR-Sze HR-Csn B-Ro Trsi West Moldova Dobrogea Ohllfzréitae&r;d
n=146 n=278 n=257 n=220 n=243 n=1977 n=219 n=1321 n=569 n=1910

D8S1179 Fst SM-Ro vs 0.58398+-0.0143 0.49707+-0.0152 0.31543+-0.0206 0.70215+-0.0138 0.25977+-0.0140 0.16016+-0.0108 0.44238+-0.0158 0.36621+-0.0159 0.19727+-0.0123 0.27246+-0.0165
Exact test SM-Ro vs 0.90666+-0.0051 0.80224+-0.0131 0.39188+-0.0197 0.60221+-0.0113 0.41800+-0.0165 0.23989+-0.0114 0.78764+-0.0111 0.65771+-0.0168 0.30948+-0.0200 0.36312+-0.0190
D21S11 Fst SM-Ro vs 0.14453+-0.0115 0.31641+-0.0155 0.41895+-0.0141 0.10352+-0.0113 0.03809+-0.0053 0.04297+-0.0066 0.08496+-0.0092 0.11328+-0.0111 0.04492+-0.0063 0.01562+-0.0042
Exact test SM-Ro vs 0.03935+-0.0065 0.01303+-0.0042 0.10699+-0.0080 0.02369+-0.0049 0.00041+-0.0005 0.00000+-0.0000 0.01099+-0.0021 0.00000+-0.0000 0.00002+-0.0000 0.00000+-0.0000
D75820 Fst SM-Ro vs 0.01758+-0.0042 0.01465+-0.0037 0.00195+-0.0014 0.00000+-0.0000 nd 0.05273+-0.0061 0.08984+-0.0114 0.03906+-0.0055 0.06934+-0.0100 0.15723+-0.0111
Exact test SM-Ro vs 0.10347+-0.0070 0.07884+-0.0084 0.01037+-0.0022 0.00122+-0.0009 nd 0.06343+-0.0061 0.08678+-0.0087 0.10949+-0.0122 0.16529+-0.0075 0.26625+-0.0191
CSF1PO Fst SM-Ro vs 0.98633+-0.0027 0.24219+-0.0138 0.51172+-0.0146 0.87988+-0.0091 nd 0.90039+-0.0070 0.77246+-0.0105 0.69824+-0.0143 0.94141+-0.0063 0.97559+-0.0048
Exact test SM-Ro vs 0.93996+-0.0049 0.04996+-0.0085 0.44186+-0.0151 0.36834+-0.0135 nd 0.55183+-0.0210 0.85288+-0.0031 0.47035+-0.0104 0.86094+-0.0105 0.75232+-0.0143
D3S1358 Fst SM-Ro vs 0.33691+-0.0105 0.20215+-0.0117 0.26465+-0.0120 0.28516+-0.0131 0.85156+-0.0084 0.35742+-0.0122 0.48438+-0.0148 0.48145+-0.0153 0.60645+-0.0120 0.15723+-0.0103
Exact test SM-Ro vs 0.51354+-0.0118 0.28015+-0.0163 0.35603+-0.0152 0.15460+-0.0093 0.90081+-0.0072 0.33840+-0.0130 0.59505+-0.0156 0.38096+-0.0100 0.83136+-0.0109 0.24812+-0.0135
THO1 Fst SM-Ro vs 0.32422+-0.0113 0.18555+-0.0135 0.72852+-0.0153 0.14551+-0.0101 0.01758+-0.0037 0.30469+-0.0153 0.05469+-0.0076 0.16895+-0.0133 0.38477+-0.0110 0.12988+-0.0098
Exact test SM-Ro vs 0.50545+-0.0171 0.30468+-0.0223 0.76938+-0.0080 0.30201+-0.0142 0.03951+-0.0168 0.15612+-0.0211 0.06102+-0.0098 0.16656+-0.0068 0.43041+-0.0314 0.10284+-0.0089
D13S317 Fst SM-Ro vs 0.01172+-0.0030 0.01660+-0.0046 0.02148+-0.0053 0.00000+-0.0000 nd 0.02637+-0.0050 0.00586+-0.0022 0.00586+-0.0026 0.00684+-0.0023 0.00195+-0.0014
Exact test SM-Ro vs 0.02277+-0.0031 0.00682+-0.0013 0.01849+-0.0029 0.00000+-0.0000 nd 0.00101+-0.0010 0.00450+-0.0016 0.00000+-0.0000 0.00012+-0.0001 0.00008+-0.0001
D16S539 Fst SM-Ro vs 0.56152+-0.0138 0.11426+-0.0090 0.70117+-0.0131 0.24707+-0.0136 0.09766+-0.0068 0.03711+-0.0048 0.49609+-0.0193 0.23047+-0.0116 0.06250+-0.0087 0.00488+-0.0020
Exact test SM-Ro vs 0.84081+-0.0072 0.09541+-0.0065 0.68951+-0.0097 0.35600+-0.0227 0.07079+-0.0053 0.08556+-0.0084 0.68294+-0.0107 0.43492+-0.0150 0.14369+-0.0097 0.01482+-0.0027
D2S1338 Fst SM-Ro vs 0.95605+-0.0058 0.90723+-0.0099 0.59766+-0.0178 0.39453+-0.0162 0.57227+-0.0155 0.62402+-0.0150 0.93066+-0.0083 0.62598+-0.0162 0.87305+-0.0109 0.49707+-0.0176
Exact test SM-Ro vs 0.99409+-0.0008 0.95735+-0.0061 0.59530+-0.0149 0.55020+-0.0162 0.44333+-0.0163 0.06738+-0.0114 0.88256+-0.0085 0.14671+-0.0181 0.66312+-0.0187 0.08443+-0.0129
D195433 Fst SM-Ro vs 0.83789+-0.0109 0.90625+-0.0103 0.59473+-0.0162 0.45215+-0.0190 0.38574+-0.0161 0.30664+-0.0141 0.41797+-0.0154 0.94824+-0.0077 0.37988+-0.0194 0.53125+-0.0145
Exact test SM-Ro vs 0.36183+-0.0110 0.92205+-0.0066 0.66935+-0.0179 0.42362+-0.0186 0.44635+-0.0211 0.59229+-0.0163 0.38028+-0.0157 0.92115+-0.0105 0.68269+-0.0108 0.60449+-0.0209
VWA Fst SM-Ro vs 0.90723+-0.0079 0.73242+-0.0156 0.61914+-0.0144 0.36621+-0.0128 0.91797+-0.0092 0.69043+-0.0123 0.98047+-0.0044 0.85840+-0.0098 0.93359+-0.0061 0.55273+-0.0169
Exact test SM-Ro vs 0.94020+-0.0030 0.52834+-0.0105 0.53429+-0.0200 0.15078+-0.0127 0.79558+-0.0155 0.35741+-0.0158 0.65802+-0.0149 0.77206+-0.0149 0.85927+-0.0119 0.17599+-0.0271
TPOX Fst SM-Ro vs 0.00000+-0.0000 0.00000+-0.0000 0.00000+-0.0000 0.00000+-0.0000 nd 0.00000+-0.0000 0.00000+-0.0000 0.00000+-0.0000 0.00000+-0.0000 0.00000+-0.0000
Exact test SM-Ro vs 0.00000+-0.0000 0.00000+-0.0000 0.00000+-0.0000 0.00000+-0.0000 nd 0.00000+-0.0000 0.00000+-0.0000 0.00000+-0.0000 0.00000+-0.0000 0.00000+-0.0000
D18S51 Fst SM-Ro vs 0.57910+-0.0156 0.62500+-0.0147 0.55957+-0.0140 0.77246+-0.0113 0.24316+-0.0159 0.80762+-0.0118 0.36426+-0.0150 0.93359+-0.0082 0.41406+-0.0128 0.73145+-0.0124
Exact test SM-Ro vs 0.61956+-0.0105 0.21570+-0.0169 0.32835+-0.0230 0.63413+-0.0184 0.15329+-0.0100 0.00118+-0.0009 0.17251+-0.0104 0.01545+-0.0030 0.08280+-0.0113 0.00171+-0.0007
D5S818 Fst SM-Ro vs 0.86523+-0.0095 0.98730+-0.0034 0.00000+-0.0000 0.96875+-0.0061 nd 0.56543+-0.0161 0.91406+-0.0095 0.99707+-0.0014 0.65625+-0.0126 0.87598+-0.0090
Exact test SM-Ro vs 0.94839+-0.0050 0.97169+-0.0019 0.00000+-0.0000 0.96260+-0.0015 nd 0.71274+-0.0209 0.81045+-0.0121 0.89155+-0.0079 0.87704+-0.0059 0.90950+-0.0124
FGA Fst SM-Ro vs 0.33496+-0.0179 0.45996+-0.0169 0.54199+-0.0152 0.04590+-0.0063 0.13672+-0.0088 0.07715+-0.0073 0.44434+-0.0144 0.11426+-0.0102 0.27832+-0.0148 0.23047+-0.0119
Exact test SM-Ro vs 0.28976+-0.0233 0.39253+-0.0283 0.26907+-0.0258 0.00052+-0.0003 0.00638+-0.0020 0.00811+-0.0036 0.47217+-0.0208 0.01929+-0.0045 0.09060+-0.0147 0.03515+-0.0077

Tabelul 2. Studiul comparativ al populatiei din judetul Satu Mare cu alte populatii din Romania
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