Romana Vulturar

Neurotransmiterea, procese biochimice
si implicatii in patologia genetica umana

Gran lade dascrit sle
Teurstrane nkxodor

Resesin piez ik )
weglann
-

N
bammr abezens il ihor wibar ol
DL LT BRI

Sanend dotrorevieies tfowaliy
S e

—

/

8
L

Presa Universitara Clujeana



Romana Vulturar

Neurotransmiterea, procese biochimice

si implicatii in patologia genetica umana






Romana Vulturar

Neurotransmiterea, procese biochimice

si implicatii in patologia genetica umana

Editia a II-a, revizuitd si adaugita

Presa Universitara Clujeana

2021



Referenti stiintifici:
Prof. dr. Manuela Banciu
Dipl. Chim. dr. Calin Deleanu, CS I

ISBN 978-606-37-1143-5

© 2021 Autoarea volumului. Toate drepturile rezervate. Repro-
ducerea integrala sau partiald a textului, prin orice mijloace, fara
acordul autoarei, este interzisa si se pedepseste conform legii.

Universitatea Babes-Bolyai
Presa Universitara Clujeana
Director: Codruta Sacelean
Str. Hasdeu nr. 51

400371 Cluj-Napoca, Romania
Tel./fax: (+40)-264-597.401
E-mail: editura@ubbcluj.ro
http://www.editura.ubbcluj.ro/



CUVANT INAINTE

Neurotransmiterea si defectele din metabolismul neurotransmitatorilor
apartin unui domeniu actual; deficientele cu etiologie monogenica afectand
sinteza sau transportul unor neurotransmitdtori reprezinta o categorie de
anomalii considerate initial ,boli rare, netratabile, adesea fatale”. Anomaliile
monogenice afectand neurotransmitatorii sunt defecte incadrate in domeniul
bolilor rare si, in ultimii ani, s-au Inregistrat progrese remarcabile legate de
metodele moderne de analiza; terapia disponibild pentru anumite afectiuni din
acest grup le-a inclus (intr-o proportie din ce in ce mai mare) in categoria unor
anomalii tratabile. Ele raman in continuare boli care pot evolua fie cu episoade
acute - extrem de severe, fie ca forme intermitente de boala, ori cu un parcurs
neurodegenerativ sever. Modificdrile biochimice care afecteazd metabolismul
normal al neurotransmitatorilor cuprinde atat defecte care apartin categoriei
bolilor rare, ,orphan disease” (cu o prevalenta mai mica de 1:2 000 indivizi in
populatia generald), cat si defecte poligenice, cu mecanism complex, cum sunt
cele legate de tulburdrile depresive.

Volumul de fatd este in cea mai mare parte o sinteza bibliografica si este
o editie revizuitd si adaugitd a editiei din 2017. In cursul stagiilor de rezident in
specialitatea de geneticd medicald, si a stagiului post-doctoral (intr-o sectie de
boli genetice metabolice a Spitalului de copii - British Columbia Children's
Hospital din Vancouver, Canada) am invatat notiuni teoretice si practice legate
de bolile monogenice care afecteaza primar sau secundar procesele de
neurotransmitere. Aceste deficiente au fost caracterizate la nivel molecular
relativ recent, ca urmare a introducerii tehnicilor avansate de chimie analitica
din genetica biochimica si, in paralel, a metodelor de genetica moleculard; s-a
aratat ca unele dintre aceste anomalii afecteaza doar secundar metabolismul
unor aminoacizi, fiind legate in primul rand de metabolismul monoaminelor,
pterinelor, biotinei, a unor vitamine, de disfunctia unor organite citoplasmatice
care afecteaza metabolismul energetic celular. Unele caracteristici comune sunt
preluate din volumul Aminoacidopatii, aspecte genetice, biochimice si clnice, autori
R. Vulturar, M. Cucuianu; in volumul de fatd sunt prezentate sumar si alte boli
genetice care apartin de asemenea anomaliilor monogenice, si care afecteaza
secundar metabolismul cerebral (bolile de stocaj lisosomal, bolile congenitale
de glicozilare, boli care afecteaza metabolismul energetic cum sunt mitocon-
driopatiile, boli afectand veziculele de secretie din neuroni s.a.). Toate aceste
patologii sunt cunoscute astdzi apartinand Bolilor genetice de metabolism, iar
clasificarea acestora cu anumite caracteristici specifice este utila celor implicati



in patologia clinica, dar si celor care sunt implicati in investigatiile de laborator
destinate acestor boli rare. Astfel, revizuirea primei editii (destinata medicilor,
chimistilor, biochimistilor, biologilor care pot contribui in diagnosticul acestor
patologii) adauga referinte utile privind clasificarea actualizata a acestor boli,
aspecte de fiziopatologie, reprezentari biochimice, etape diagnostice si inclu-
derea unor boli identificate mai recent. Cu ocazia acestei editii, au fost corectate
si anumite greseli (de redactare, unele referitoare la citarea referintelor
bibliografice) identificate in prima editie.

Importanta cunoasterii metabolismului cerebral si al neurotransmiterii
este evidentd si prin publicatiile recente referitoare la afectiunile neuropsihice
mai frecvente (tulburari depresive, tulburdri de anxietate s.a.) cu mecanisme
complexe, doar partial elucidate. Publicatiile din acest domeniu abordeaza pro-
cesele neurobiologice implicand metabolismul neurotransmitatorilor; de exem-
plu, “Emotional Roles of Monoaminergic Neurotransmitters in Major Depressive
Disorder and Anxiety Disorders”, Liu Yi si colab., 2018, “Monoaminergic system
and depression”, Perez-Caballero si colab., 2019. Terapia care actioneaza asupra
neuronilor sau receptorilor din metabolismul serotoninei, norepinefrinei si
dopaminei, asa cum sunt inhibitorii selectivi ai recaptarii serotoninei (SSRI —
Selective Serotinin Reuptake Inhibtors) care cresc concentratia sinaptica a
serotoninei si respectiv SNRI (Serotonin-Norepinephrine Reuptake Inhibitors) au
demonstrat eficienta in terapia tulburdrii depresive majore, in tulburarille de
anxietate. Recent, noi compusi care vizeaza alte sisteme implicate in metabo-
lismul neurotransmiterii, cum este sistemul glutamatergic, au devenit centrul
cercetdrii privind terapia antidepresiva cu actiune rapida (36, 70, 71, 88, 118).

Astfel de rezultate publicate de curand si avand la baza descrierea meca-
nismelor moleculare cu tinte terapeutice nou identificate marcheaza
importanta descifrdrii fiziopatologiei din bolile monogenice; acestea sunt
esentiale atat pentru identificarea unor modalitati de tratament eficiente in
aceste boli monogenice, cat si pentru identificarea unor abordari terapeutice in
bolile multifactoriale, complexe.

Multumesc in mod special doamnei Prof. Dr. Gabriella Horvath (din
Spitalul Universitar British Columbia din Vancouver, specialist in boli genetice
de metabolism, domnului Dr. Erik Gerlo (din Laboratorul de Genetica
biochimica a Spitalului Universitar Vrije University Hospital Brussels, Belgia)
care m-au indrumat cu mult profesionalism pe parcursul unor luni de stagiu in
sectii clinice si de laborator; de asemenea, am beneficiat de sprijinul dumnealor
prin colaborari in anii care au urmat.

Romana Vulturar,
medic primar genetici medicald
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I. INTRODUCERE PRIVIND PROCESUL
DE NEUROTRANSMITERE

Functionarea creierului depinde de capacitatea neuronilor de
interconectare pentru a determina procese de stimulare (excitatie) sau inhibitie
a activitatii lor; acestea se realizeazd prin transmiterea sinaptica, proces care
este mediat prin mesageri chimici numiti neurotransmititori (NT).
Neurotransmiterea poate fi astfel asimilatd unui proces de conversie a unui
semnal electric intr-un semnal chimic (mediat de un moleculele de NT) si apoi
din nou intr-un semnal electric (14).

Exista numeroase studii care au aratat cid in creierul mamiferelor, neuro-
transmitatorii excitatori (stimulatori) care indeplinesc aceste criterii sunt:
acetilcolina si acidul glutamic, in timp ce acidul gamma-aminobutiric (GABA) si
glicina sunt neurotransmitatorii majori de tip inhibitor. De asemenea, aminele
biogene sunt neurotransmitdtori chimici esentiali, fiind reprezentati de
catecolamine (epinefrina, norepinefrina si dopamina) si indolamine (serotonina si
melatonina). NT sunt implicati in multe functii cerebrale, incepand de la cele
privind reglarea temperaturii corpului si a pragului durerii, pand la functii
motorii, cele legate de memorie, controlul comportamentului si altele.
Alterdrile complexe privind metabolismul glicinei, a acidului gamma-
aminobutiric (GABA), a acidului glutamic (glutamatului), serotoninei,
norepinefrinei, sau dopaminei, au fost legate de patologii neurologice diverse
cum sunt: depresia, dementa, schizofrenia, boala Parkinson, anumite tipuri de
epilepsie, boala Huntington, tulburdrile din spectrul autist. Tratamentul este
specific si tine de specialitatile clinice (neurologie si psihiatrie), si abordeaza
modularea functiei unor receptori, precum si biochimia neurotransmitatorilor.
De asemenea, prin progresele semnificative ale metodelor de biologie
moleculard, de biotehnologie, trebuie amintit cd terapiile experimentale
abordeaza proceduri cu celule stem sau terapia genica (9, 13, 21).

Procesul de neurotransmitere corespunde cdii prin care neuronii
comunicd intre ei sau cu alte celule din organism. Neuronii sunt celule speciale,
cu structura si functii legate de primirea informatiilor din mediul Inconjurator sau

de la alti neuroni. Corpul neuronului contine nucleul si organitele cito-



plasmatice necesare pentru sinteza proteinelor si alte reactii metabolice.
Majoritatea neuronilor prezinta mai multe dendrite (care preiau informatia —
tip aferent) si o singura prelungire — de tip eferent - axonul care transmite
informatia de la corpul neuronal. Dendrite sunt prelungiri foarte ramificate, iar
axonul este foarte lung, el poate atinge chiar lungimea de un metru. Corpul
neuronal (cu dimensiuni medii de 70 um) primeste informatiile prin dendrite,
iar depolarizarea membranei celulare (cu participarea ionilor Na* si K+ este
esentiala in transmiterea influxului nervos). Comunicarea dintre neuroni sau
intre un neuron cu alte tipuri de structuri se face prin sinapse (2, 14).

O sinapsa tipica consta dintr-un buton axonal presinaptic, o termi-
natie dendriticd postsinapticd, delimitand impreuna un spatiul numit fanta
sinaptica. “Prin rolul lor de mesageri ai informatiei intercelulare, NT nu
actioneaza in interiorul unei celule, ci doar intre celule; un prin proces este cel
de sintetiza si depozitare a NT 1n granule mici” (116), pregatite pentru secretia
celulard; secretia sa este procesul de eliberare in spatiul sinaptic si se realizeaza
din terminatia axonicd a neuronului pre-sinaptic (2, 65):

Astrocit

ij_% Dendrite —

)7 Corp
5__1,5' \ neuronal — |
f d ,_",x_,_zé ~ Neuron pre-sinaptic
.
L
.". 4
Axon
S i
‘=7~ | Sinapsa
7%{ ————————— R ~ Terminatie
‘_ﬁ_ Astrocit /  presinapricd
7 / > - & l.
- f o6, o -veziculd
& ~ "E}"
o @7
Neurutransmijiiur_::n;—-‘i;—ér-aoo e @ © Fanta
*  Eom 9 - P
<l T ~sinaptica
» l 1': Dendrita post-sinapticad |
Neuron \ Receptori Transportori /

post-sinaptic

Fig. 1. Schema componentelor principale ale unei sinapse; neurotransmitatorii sunt
indepadrtati din fanta sinaptica prin difuzie, absorbtie sau degradare. Receptorii
neurotransmitatorului postsinaptic sunt adesea canale de ioni sau sunt asociati cu
canale de ioni (modif. dupa date din literatura — 63, 65)
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Fanta sinapticd, delimitata intre neuronul presinaptic si neuronul
postsinaptic, face parte din spatiul extracelular al sistemului nervos central.
O varietate de molecule pot actiona ca neurotransmitatori: aminoacizi, cum ar
fi glutamatul (Glu) si acidul y-aminobutiric (GABA), amine biogene (incluzand
acetilcolina, serotonina si cele 3 catecolamine - dopamina, epinefring,
norepinefrind), nucleotide (de exemplu, adenozina), neuropeptide (de
exemplu, substanta P) si chiar gaze (de exemplu, oxidul nitric- NO).
Neurotransmitatorii actioneaza direct sau indirect Pentru controlul deschiderii
canalelor ionice la nivelul neuronului postsinaptic sau a unui anumit tesut
efector. Ei pot fi clasificate pe baza efectelor lor: neurotransmitatorii care
provoaca depolarizare sunt clasificati ca stimulatori (excitatori), iar cele care
provoaca hiperpolarizare sunt clasificati ca inhibitori (65, 69).

Astfel, organismul nostru utilizeaza substante de tip neurotransmitditori
pentru a transmite creierului informatii despre mediul inconjurdtor, pentru
analiza acestora si, In final, pentru a adapta raspunsul corespunzdtor al
organismului la stimulii primiti. Creierul uman contine in special interneuroni
care formeaza conexiuni intre diferite regiuni cerebrale; ceea ce rezultd a fost
asimilat unei ,conversatii chimice” necesare pentru utilizarea tuturor
informatiilor depozitate cu formularea raspunsurilor la evenimente interne sau
externe (12, 14).

Publicatiile din anii 1990 au estimat ca la om creierul este format din
aproximativ 100 de miliarde de neuroni, si ca acestia formeaza retele si
conexiuni foarte numeroase (aproximativ 1000 sinapse/neuron). Neuro-
transmitatorii stau la baza comunicarii inter-neuronale, si reprezintd molecule
specifice prin care sunt transmise spre creier informatii din mediul
inconjurator, prin care se analizeazd aceste informatii si prin care se initiaza
raspunsul adecvat al organismului; ca urmare, cercetarile actuale privind functia
normald si implicarea in patologie a acestor substante sunt foarte numeroase si
explicd interesul mare al cercetdtorilor pentru descifrarea mecanismelor
implicate in functionarea creierului. Aceste retele neuronale cuprind atat
structuri (neuroni) care au fost implicati in perceperea initiala a experientelor
(informatii din mediul exterior), precum si sisteme extinse neuronale care sunt
implicate in caile de acces din regiunile de stocare a memoriei, sau din regiuni
cerebrale superioare, corticale (1, 14).

Notiunea de neurotransmititor defineste o molecula biochimica eliberata

de un neuron in vecindtatea receptorului sau specific sau a unei celule
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adiacente, asigurand astfel transferul de informatie sub forma unei reglari sau
moduldri a potentialului de repaus si a ratei de descdrcdri in celula
postsinaptica. Acest tip de substante sunt utilizate atat pentru comunicarea
intracerebrala, cat si pentru cea de la nivelul maduvei spindrii, sau pentru
comunicarea cu alte tipuri de celule; de exemplu, cu celule ale glandelor
endocrine (pentru eliberare unui hormon), cu fibre musculare pentru a induce
contractia sa si a initia miscdri. Procesele mai complexe, se referd la modul in
care un anumit NT influenteaza comportamente. fn’gelegerea acestora este
importants, si se studiazd la nivelul unei unitati structurale (cum este sinapsa),
iar mai apoi, sunt apreciate la scara mai mare; aceste caracteritici sunt esentiale
pentru a intelege mecanismul normal de functionare, dar si de a gdsi medica-
mente care pot fi administrate eficient In modularea afectiunilor ce tin de
anomalii ale comportamentului (14, 116).

O clasificare privind tipul de implicatii patologice cuprinde bolile
monogenice legate de metabolismul NT (sinteza, transport, eliberare,
recaptare, degradare), precum si anomaliile complexe, pentru care s-au
identificat defecte mai extinse. Sunt descrise procese biochimice complexe care
sunt implicate in dezvoltarea neurologicd normald, iar fenomenele de biologie
celulara implicate in neurodezvoltare sunt: dezvoltarea microgliale, vaselor de
sange (geneza vasculard), migrarea neuronald, dezvoltarea astrocitelor,
formarea oligodendrocitelor, sinaptogeneza, mielinizarea, fenomenul de
modificdri sinaptice (,prunning’) (109).

12
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Fig. 2. Reprezentarea schematica a principalelor procese moleculare care au loc
intr-un anumit interval de devoltare neurologica; s-a aratat ca procesele de
neurodezvoltare ajung pana in decada a treia de viata, si orice alterare a unui
proces din parcursul reprezentat pe categorii de varste produce tulburari de
neurodezvoltare (schemd modificata dupa Steiner 2020 (9).

Acestor particularitati li se adauga interventia microbiotei intestinale
(cu o dezvoltare foarte importanta in primii ani de viatd (3).Comunicarea
dintre microbiota intestinala si creier poate implica nervul vag, terminatii ale
sistemului nervos vegetativ (simpatic), precum si neuropeptide (de tipul
GABA, serotonina, neurotrofine cerebrale — de exemplu, BDNF- brain derived
neurotrophic factor), sistemul neuroendocrin, neuropeptide secretate de intestin,
si chiar citokine, unii metaboliti microbieni relevanti, cum sunt triptofanul si
acizi grasi cu lant scurt de atomi de carbon (3, 14).

Au trecut peste 110 de ani de la publicarea articolului medicului

englez Archibald Garrod cu titlul Incidenta alcaptonuriei: un studiu privind indi-
vidualitatea chimici ("The Incidence of Alkaptonuria: A Study in Chemical
Individuality”) in care acesta mentioneaza izolarea acidului homogentizic din
urina bolnavilor cu alcaptonurie care a servit ca punct de plecare pentru cartea
sa din 1909 intitulata Bolile genetice de metabolism (,,Inborn Errors of Metabolism”).
Astfel, Archibald Garrod a pus bazele Geneticii biochimice, iar in intervalul de
peste 110 ani s-au identificat sute de astfel de anomalii rare (majoritatea
afectand primar sau secundar creierul) si avand caracter genetic (35, 94).
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In ultimii ani s-au caracterizat la nivel molecular multe defecte din
aceasta categorie de boli, astfel cd s-a ajuns la un total de peste 1300 anomalii
monogenice metabolice cunoscute si s-a ardtat cd acest tip de patologie poate
afecta orice proteind (aflatd in citosolul celulelor, in plasmalema sau situate
extracelular, in interiorul sau In membrana organitelor citoplasmatice ori a
veziculelor de transport) si avand functie de receptor, canal pentru transport,
enzima, cofactor enzimatic s.a.) (83, 101, 121).

Incd din anii ‘90, pentru identificarea multor boli genetice de metabolism
s-au elaborat si introdus metode performante de diagnostic biochimic in
laboratoarele de genetica biochimica [bazate pe cromatografia schimbatoare de
ioni (lon Exchange Chromatography - IEC), cromatografia lichida de inalta
performanta (High Performance Liquid Chromatograhy - HPLC), spectrometria de
masd In tandem (TMS), gaz cromatografia cuplata cu MS (GC-MS),
spectroscopia de rezonanta magnetica nucleara (NMRs)] s.a. Aceste tipuri de
investigatii de chimie analiticd se pot aplica In mod specific unor fluide
biologice (plasmad deproteinizata, ser, urina, lichid cefalorahidian) cu
separarea, identificarea si cuantificarea unor metaboliti — avand caracter de
markeri specifici. Modificarile concentratiilor acestor bio-markeri in anumite fluide
biologice permite stabilirea diagnosticului biochimic pentru unele dintre aceste
boli, iar identificarea acestor anomalii biochimice in primele zile de viata st la
baza ,screening”-ului neonatal (metodologie care recomanda ca recoltarea
probelor de sange sa fie facuta dupa 72 de ore de la nastere). Cu toate acestea, s-a
aratat ca nu toate aceste boli au in prezent un anumit marker biochimic
identificabil in fluide ale organismului, si studiul mutatiilor genice poate fi
esential in aceste cazuri. In plus, este necesard monitorizarea clinica si
biochimicd a pacientilor diagnosticati care pot beneficia de terapie ajustata
permanent conform varstei, particularitatilor fenotipice, si a patologiei asociate
(9, 123).

In domeniul geneticii moleculare, s-au realizat progrese remarcabile care
au permis abordari moderne prin analize de secvetiere genica (metoda Sanger)
sau prin metode mai extinse — de tipul NGS (Next-Generation Sequencing) la
nivelul exonilor din genom (Whole Exome Sequencing - WES) sau chiar de tip
Whole Genome Sequencing (WGS); astfel, testele de geneticd moleculard pot
completa evaluarea clinicd, si adesea au permis identificarea unor defecte noi
(44, 123).
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Deficientele genetice (in special cele de tip monogenic) din metabolismul
NT sunt recunoscute astdzi din ce in ce mai frecvent in etiologia unor
encefalopatii metabolice severe, a cdror debut se observa prin examinari clinice
imediat dupd nastere (adesea chiar inainte de nastere prin metode imagistice
performante) sau, si mai frecvent in primul an de viatd. Diagnosticul de
certitudine al acestor anomalii este adesea complex, necesita cel mai frecvent
investigatii avansate de chimie analitica a lichidului cefalorahidian si constituie
o adevdratd provocare. Astfel, diagnosticul acestor anomalii rdmane limitat
clinicilor si laboratoarelor destinate bolilor genetice de metabolism, iar initierea
protocoalelor de analiza a depins atat de intelegerea limitata a inter-relatiilor
NT cu multitudinea de receptori, cat si de tipul de proba biologica disponibila
(lichidul cefalo-rahidian obtinut prin punctie lombara fiind doar o ,oglinda
distald” a proceselor metabolice care au loc in creier). De-a lungul anilor, s-a
aratat ca analiza l.c.r. reflecta o perturbare generala care poate afecta biosinteza
unui NT, degradarea sa, dar nu aratd intotdeauna procesele metabolice
specifice localizate intr-o anumitd structura sau corelate cu o anumita functie
cerebrala (13, 123).
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II. ANOMALIILE GENETICE
ALE NEUROTRANSMITATORILOR,
DEFECTE APARTINAND BOLILOR GENETICE
DE METABOLISM

II.1. Caracteristici generale privind structurile creierului (65):

Creierul este un organ remarcabil de complex atat ca structurd, cat si ca functie.
La nivel macroscopic, creierul este impartit in trei componente majore (65):

(1) trunchiul cerebral (care continua maduva spindrii, si contine bulbul, puntea
si mezencefalul),

(2) cerebelul (cu cortexul sau)

si

(3) emisferele cerebrale - sunt compuse din cortex cerebral, regiuni subcorticale
cu substanta alba, ganglioni bazali si talamus, sistemul limbic, hipotalamus si
glanda hipofiza.

Cortexul cerebral este cuprinde lobii frontali, parietali, lobi temporali si occipitali:

Cortexul cerebral

Lob frontal | Lob temporal Lob parietal | Lob occipital

Talamus

[ —5 Cerebel
Glanda hipofiza - Sl

Hipotalamus = )
AL

Mezencefal

Trunchiul Punte
cerebral Bulb

Maduva
spinari

Fig. 3. Reprezentarea principalelor elemente macroscopice, componentele
creierului (modif. dupd date din literatura- 65, 109)
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La nivel microscopic, exista doua tipuri de celule (2, 65):

(1) neuroni (care primesc, proceseazd si transmit informatii prin impulsuri
electrice si biochimice, modificari mediate partial de neurotransmitatori,

si

(2) celule gliale, care sunt un grup divers de celule de sustinere pentru neuroni,
a caror roluri numeroase in functionarea creierului sunt inca incomplet eluci-
date.

Legat de functiile structurilor din creier, trunchiul cerebral contine
nucleii necesari pentru functiile autonome, cum ar fi reglarea frecventei
batdilor cardiace, controlul respiratiei etc. Majoritatea nervilor cranieni, care
asigurd functii motorii si senzoriale din interiorul craniului au originea in
interiorul trunchiului cerebral. Functionarea optima a creierului necesita un
metabolism bine coordonat; s-a ardtat ca sistemele extra-cerebrale elimina
catabolitii toxici si protejeaza creierul de perturbari metabolice bruste. O
implicatie semnificativa in patologia metabolica evoluand cu afectarea cere-
brala se refera la crizele de hipermoniemie — consecinte ale unor boli genetice
metabolice sau ale unor difunctii hepatice dobandite - care pot afecta ireversibil
structurile cerebrale prin moleculele de amoniac care strdbat rapid BHE
afectand metabolismul cerebral (63, 85, 99, 123).

Nutrientii necesari pentru buna functionare a creierului vor ajunge in
lichidul cefalorahidian; sunt asigurati prin circulatia sanguind, Insa acestia
trebuie sa traverseze bariera hematoencefalica (BHE); BHE este structurata prin
participarea celulelor endoteliale cu jonctiunile stranse caracteristice, a capila-
relor cerebrale, lamina bazald si prelungirile celulelor gliale numite astrocite.
Astrocitele si intregul sisem (BHE) protejeaza cel mai frecvent structurile
neuronilor de metabolitii toxici prin prevenirea transportului acestora spre
creier (5, 63, 65).

I1.2. Caracteristici generale privind bolile genetice de metabolism

Metabolismul corespunde totalitatii reactiilor chimice incluse in procesul
continuu de degradare a unor substante cu origine exo- sau endogend, dar si
de Innoire a tesuturilor unui organism. Pe de-o parte, enzimele joaca un rol
indispensabil prin indeplinirea rolului lor catalitic in conversia unui compus in
altul, prin consumul energetic (cum este ATP-ul); pe de altd parte, este
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esentiala si contributia cofactorilor enzimatici, sau a unor molecule
transportoare trans-membranare (63, 92, 123).

Legat de enzime, toate aceste molecule au cel putin doua domenii fizico-
chimice: unul sau mai multe domenii de legare a substratului, si cel putin un
domeniu catalitic (74).

Bolile genetice de metabolism (BGM) numite si erori inndscute de
metabolism dupa termenul in limba engleza ,,inborn errors of metabolism” (IEMs)
sunt anomalii descrise pentru prima data la inceputul secolului XX. Astfel,
observatiile lui Garrod care a publicat intre anii 1902-1908 articole privind
particularitdtile observate la pacienti cu anumite boli genetice de metabolism
au fost prioritare, iar termenul sdu de ,individualitate chimicd” std la baza
observatiilor ulterioare legate de aceastda patologie de geneticd biochimica, si
mai apoi de medicind moleculara (35, 94, 98).

Aceasta categorie de boli corespunde, in conceptul clasic, categoriei de
defecte moleculare cauzate de mutatii care codifica sistemele enzimatice
implicate In metabolismul aminoacizilor, glucidelor sau acizilor grasi, precum
si bolilor cauzate de mutatii ale genelor care afecteaza metabolismul unor
cofactori enzimatici sau/si metabolismul energetic mitocondrial. In plus,
transportul rapid al unor metaboliti la nivelul unor membrane celulare sau
subcelulare este facilitat de proteine specifice de transport care functioneaza
similar enzimelor (respectand cinetica de tip Michaelis-Menten). De aceea,
mutatiile genelor corespunzdtoare acestor sisteme vor afecta functia sau
numadrul acestor transportori printr-un mecanism identic celui care explica
afectarea genetica a enzimelor din metabolismul intermediar, si avand in final
consecinte similare. Prin urmare, si aceste deficiente au fost incluse in BGM (50,
100).

“Datele din literatura internationala aratd ca prevalenta BGM
considerate In mod individual nu este mare; de aceea au fost cuprinse in terme-
nul de ,boli rare”, sau orphan disease” (116). O apreciere generala arata ca exista
in lume, la ora actuala peste 7050 de tipuri de boli rare. “Estimarile recente
arata ca, la un anumit moment, o proportie de cca 6-10% din comunitate sufera
de o boald rard” (116) sau, o boald rara afecteaza mai putin de 5 persoane din
10000 de indivizi (care corespunde raportului de 1:2 000). in plus, conform
aprecierii lui Guillem 2008, in Europa exista peste 20 de milioane de indivizi
afectati de aceasta categorie de boli (62, 116); in plus, o problemd semnificativa
este cea a influentei senescentei pentru cei cu astfel de deficiente, sau doar
purtdtori ai unor alele genice de risc (105, 123).
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Cdile biologice (cu reactii enzimatice, cu procese de transport molecular
de tip activ sau pasiv) nu sunt izolate; “limitele acestor cai sunt adesea definite
arbitrar, iar o anumita cale biologica in aparenta restransa poate fi usor consi-
deratd de fapt un fragment al unei cdi cu mult mai extinse; astfel, un element
final al unei cai poate afecta evenimentele anterioare in lantul de reactii prin
intermediul mecanismelor de control de tip ,feed-back” actionand prin
modificari ale expresiei genice e unei anumite enzime” (116). Toate acestea
conduc la ideea conceptului de retea reglatoare care subliniaza conexiunea si
interdependenta diferitelor structuri si cai metabolice din organismele animale:

Transcriere genicay+ ="~ ;

" enzima3 enzimad ::iE

¥ 4 C > D > E
enzimal Az:maz
A —» B

© : enzima5
W, ot enzima 6
Inhibitia de catre F > G

produsul de reactie

Fig. 4. Reprezentarea unui model comun pentru reactii enzimatice normale
si reglarea prin mecanism de tip feedback a anumitor reactii metabolice (dupa date
din literatura -, biochimie, alberts)

Literele B-G reprezinta compusi formati din diferite enzime din calea
metabolicd. Compusul B se afld la un punct de ramificare metabolica: poate
continua pe o cale spre compusul E, sau pe o cale alternativa catre produsul G.
Produsul final al caii, E, ar putea controla propria sinteza prin inhibarea alosterica
a enzimei 2, primul pas angajat al cdii, sau prin inhibarea transcrierii genei pentru
enzima 2. Ca urmare a feedback-ului negativ, substanta B se acumuleaza si intrd pe
calea de conversie spre G, care ar putea fi o cale de stocare sau eliminare. in aceastd
cale ipoteticd, B este un inhibitor al enzimei 1, competitiv fata de A. Precursorul A
ar putea induce sinteza enzimei 1, ceea ce ar permite ca o cantitate mai mare din
substanta A sd fie metabolizatd spre substanta G (1, 97).

“In ultimii ani a aparut conceptul de tip ‘omics’ care este un termen
desemnat pentru analiza completa a sistemelor biologice prin care se studiaza
o cale metabolica in intregime. Analiza de tip ‘omics’ corespunde unei abordari
metodologice moderne: de la analiza unei singure gene, a unei proteine sau a

unei reactii metabolice, la un nivel extins de studiu in care intregul genom,
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componentele proteice sau o intreaga cale metabolicd sunt studiate simultan.
Principala trecere la era ‘omics’ a fost confirmarea secventierii complete a
genomului uman. Nevoia de stocare si analizd a acestor informatii a stimulat
dezvoltarea instrumentului bioinformatic care contribuie semnificativ la
dezvoltarea disciplinelor ‘omics’ (genomica, transcriptomica, proteomica, me-
tabolomica s.a.). In ciuda unei istorii relativ scurte, aceastd metodologie
complexa si-a dovedit eficienta prin progresul facut de intelegerea de catre cer-
cetatori a proceselor fiziologice si fiziopatologice care aduc sperantd in
stabilirea unor diagnostice biomedicale complexe si tratamente cat mai
eficiente. Studiul atent al bolilor Mendeliene in era genomica ne-a aratat deja
faptul cd, identificarea genotipului nu este un predictor suficient al
consecintelor clinice; trebuie luate in considerare componentele amintite ca
rezultat al interactiunii G x E, deci ale ,fenomicii” (sau phenomics — expresia
unui anumit genotip combinat cu efectele influentelor specifice din mediu).
Daca observatiile clinice sunt variante ale metabolomicii sau proteomicii in
exprimarea fenotipica, atunci aceasta corespunde unei componente a
,fenomicii” pe care o cautam. Principala sarcind a proiectului intitulat , Human
Phenome Project” a fost colectarea informatiilor fenotipice (la diverse niveluri:
molecule, celule, tesuturi si organisme) cu stabilirea modului in care aceste
date pot fi corelate in mod eficient. O altd sarcind a acestui proiect este legata
de dezvoltarea formelor potrivite de depozitare a seturilor de date fenotipice,
ale celor genotipice, precum si ale celor legate de expunerea la factorii de
mediu ” (116).

BGM constituie un tip de patologie care poate afecta atat adultul, dar in
special pe cea a copilului si se refera la disfunctia unei (sau rareori a mai
multor) proteine din metabolismul celular. Studiile biochimice si genetice
realizate iIn domeniul acestor anomalii au permis descifrarea unor mecanisme
moleculare care explica deficientele caracteristice acestor anomalii. BGM sunt
afectiuni care, considerate individual, au o frecventa micd; daca sunt apreciate
impreund, aceste boli sunt mult mai numeroase. Multe dintre aceste boli
determina dizabilitati intelectuale, fizice si uneori moarte la o varsta mica (17,
123).

O schema generala care include consecintele primare aparute in cazurile
BGM arata cd exista 6 tipuri de defecte caracteristice bolilor genetice de
metabolism (BGM) care pot fi schitate in functie de localizarea defectului

primar care va produce consecinte metabolice.
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Fig. 5. Reprezentarea tipurilor de mecanisme implicate in fiziopatologia din cadrul

unor defecte genetice ale unor enzime sau transportori membranari
(schema modificata dupa 15, 29, 81).

Consecintele acestor defecte moleculare pot fi (123):
- deficienta unor compusi esentiali,
- acumularea unor produsi toxici cu afectarea mai multor organe.
O parte dintre aceste boli sunt insa
tratabile; de aceea, introducerea re-
centd In unele tari a testdrii la de tip

screening extins la nastere a tuturor

nou-nascutilor (,,screening” neo-natal)
pentru un numadr variabi (25- 50) de .' |
boli genetice de metabolism prin me- ,
tode analitice moderne (spectrometria '
de masa in tandem) utilizand doar I“, [
cateva spoturi de sange (recoltate la \ B 4

Fig. 6. Ariile latero-
plantare utilizate pentru
prelevarea spoturilor de
speciald) permite diagnosticul unor sange pentru ,screening”-ul
astfel de boli In faza presimptomatici neonatal (modif. dupa date

cca 72 de ore de la nastere de la
nivelul latero-plantar al noului-nascut
- v. fig. alaturata, pe o hartie de filtru

cu posibilitatea initierii terapiei preco- din literatura- 98, 123)

ce pentru aceste afectiuni (82, 94).
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Pe de alta parte, un aspect important se referd la , screening”-ul selectiv al
copiilor sau adultilor — in care investigatiile de specialitate pentru identificarea
unei boli genetice de metabolism sunt indicate pornind de la semnele si
simptomele clinice, iar probele biologice (plasmd, ser, urina sau chiar l.c.r.)
sunt analizate in mod selectiv, doar pentru anumiti metaboliti. In ciuda
abundentei de cazuri noi raportate, exista multe date care arata cd unele boli
genetice de metabolism raman nediagnosticate. S-a ardtat cd exista o serie de
semne si simptome numite ,,cheie” In diagnosticul unor astfel de boli si care

sunt adesea subevaluate (98, 123).

In plus, trebuie tinut cont de faptul ca, anumite boli din aceasta categorie
de anomalii pot afecta sistemul nervos in mod secundar, si pot deveni clinic
manifeste in anumite circumstante. Astfel, o schematizare a celor mai
importante relatii factori declangatori (trigger) si tipul de boald genetici de

metabolism sunt reprezentate in tabelul urmator (8, 55, 123).

Tabel I. Relatia factori declansatori — boala genetica de metabolism
(majoritatea afectand sistemul nervos central):
(dupa date din literatura 8, 55, 86, 123):

FACTORI DECLANSATORI (FACTORI AFECTIUNEA
‘TRIGGER’) METABOLICA
Varsaturi, post alimentar prelungit, Alterari in metabolismul
infectii, febra, vaccinare, traumatisme proteic (inclusiv tulburari in
fizice, interventii chirurgicale ciclul ureei)

Defecte ale glicolizei sau
gluconeogenezei, homeostazia

endocrina
Aport proteic crescut sau catabolism Aminoacidopatii
proteic crescut Acidemii organice

Defecte ale ciclului ureic
Sindromul Hiperamonemie-

hiperinsulinism
Adm. de medicamente sub forma de Intoleranta ereditara la
lichida (contin si sirop cu fructoza), fructoza

introducerea fructelor la varsta
diversificarii alimentare, adm. de zahar
(sucroza)
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Lactozd, produse lactate Galactozemie

Aport excesiv de grasimi Defecte de oxidare a acizilor
grasi,

deficit de lipoprotein lipaza,
intolerantd la glicerol

Administrarea de medicamente Porfirie, deficienta Glucozo-6-
fosfat dehidrogenazei

Efort fizic intens Defecte de oxidare a acizilor
grasi, defecte ale glicolizei, ale
glicogenolizei musculare,
defecte 1n metabolismul
purinelor/ pirimidinelor,
defecte ale lantului respirator
mitocondrial

In centrele specializate privind diagnosticul si terapia BGM, modificarile
biochimice constatate prin diverse metode analitice aplicate fluidelor
organismului (cel mai frecvent urind, sange, si uneori lichid cefalorahidian) sau
uneori prin studiul enzimatic la nivelul leucocitelor sau fibroblastelor (cultivate
in laborator in urma biopsiei cutanate) pot fi urmate de investigatii moleculare
de analizd a mutatiilor in moleculele de ADN. De multe ori insd, analizele
biochimice de tip ,screening” nu sunt disponibile pentru diagnosticul unei
categorii de BGM; in acest caz, o apreciere clinicd este obligatorie tnainte de a
solicita investigatii biochimice sau moleculare sofisticate. Aceastd caracteristica
este importanta si trebuie considerata atat in patologia pediatrica, cat si in cea a
adultului (98, 103).

“Informatii stiintifice legate de BGM se pot obtine accesand baza de date
internationald care catalogheaza bolile genetice cu transmitere de tip
Mendelian, la adresa http://www.ncbi.nlm.nih. gov/omim, in care OMIM (Online
Mendelian Inheritance in Man) corespunde unui catalog elaborat in anul 1966 (si
actualizat odatd cu noile descoperiri) de profesorul Victor McKusic de la Uni-
versitatea Johns Hopkins din Baltimore, SUA” (116).

IL.3. Scurt istoric, repere

Pornind cu contributiile lui Garrod mentionate anterior, descifrarea
patogenezei bolilor genetice de metabolism (BGM) a fost jalonata de mai multe
momente de referintd. O schematizare sumara, parcurge urmadtoarele repere
(116):

23



”Introducerea termenului ,Inborn errors of metabolism” in 1908 de catre
medicul englez Archibald Garrod (1857-1936) care a publicat monografia
cu acelasi titlu In anul 1923 si a descris alcaptonuria, albinismul,
cistinuria si pentozuria, demonstrand cd aceste enzimopatii respecta
transmiterea ereditard conform legilor lui Mendel.

In anii 1930, fenilcetonuria (PKU) apare din ce in ce mai clar ca o boala
asociata retardului mental, si cu un profil biochimic modificat fata de
normal; acest profil a fost explicat de Folling in 1934 si Penrose in 1935
printr-un fenotip homozigot mutant pentru o conditie transmisd
conform legii Mendeliene de tip autosomal recesiv”.

I C IO

Sl —
o

Fig. 7. Model al transmiterii autosomal recesive
(dupa date din literatura - 103, 104)

Introducerea conceptului ,0 gend - o enzimd” (sustinut de Beadle si
Tatum, 1945), modificat ulterior pentru a include si consecintele asupra
altor proteine (hormoni, receptori, proteine transportoare, factori de
coagulare etc.) sub forma ,un cistron — un polipeptid”. Astdzi se stie ca
fenomenul de innddire alternativda (sau ,alternativ splicing”) aduce o
variabilitate privind expresia genicd, si in plus, genomul nostru cuprinde
cu mult mai multe secvente reglatoare implicate in reglarea exprimarii
genice (2).

“Definirea conceptului de ,boald moleculard” (Pauling si Ingram, 1945)
introdus cu ocazia stabilirii defectului structural al lantului 3 al hemo-
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globinei din anemia produsa de deformarea in secera a eritrocitelor
(siclemia) ” (116).

“Lionel Penrose (1898-1972) a fost un important psihiatru, matematician
si genetician in Anglia, si a contribuit la intelegerea fenilcetonuriei;
interesul sdu deosebit pentru cauzele retardului mental l-a condus la pre-
supunerea ca afectarea mentald a pacientilor fenilcetonurici netratati are
o cauza biochimica endogena (116)”.

“In anii 1950, s-a ardtat ci activitatea enzimatica a fenilalaninhidroxilazei
(PAH) hepatice este deficitara la pacientii cu PKU (Jervis, 1953), iar
Bickel si colab. (1954), Woolf si colab. (1955), respectiv Armstrong si
Tyler (1955) au aratat ca fenotipul metabolic in PKU poate fi tratat prin
dieta restrictivd in fenilalanina, cu potentialul de a preveni retardul
mental” (116). Astfel, fenilcetonuria a oferit un nou model privind
abordarea medicala a bolilor genetice de metabolism, aceasta boala fiind
astazi binecunoscuta ca fiind , una dintre primele boli genetice umane pentru
care existd un tratament eficient” (30, 31, 116).

“In anii 1960, s-a pus la punct un test simplu de laborator care
indeplineste conditiile necesare unui ,screening” pentru nou-nascuti
(Guthrie si Susi, 1963) in vederea diagnosticdrii fenilcetonuriei; acest
program s-a extins in intreaga lume pentru a permite un diagnostic tim-
puriu si instituirea terapiei care sa prevind retardul mental la pacientii cu
PKU. Astfel, PKU a devenit un prototip pentru , screening”-ul genetic la
nivel populational (National Academy of Sciences, Committee for the
Study of Inborn Errors of Metabolism, 1975) cu importanta in programele de
sdndtate publica” (116).

In etapa actuala existd metode performante de dozare a unor metaboliti
biochimici in fluide biologice (utilizand metode moderne de croma-
tografie gazoasd sau lichida, schimbdtoare de ioni, metode de
spectrometrie de masa, spectroscopie RMN, s.a.). S-au identificat
deficiente genetice ale metabolismului cofactorului enzimei PAH
(tetrahidrobiopterina notat BH4) care poate afecta si metabolismul unor
neurotransmitatori (51, 60). In plus, prin tehnicile actuale de genetica
moleculard, incluzand si analizele de secventiere perfectionate dupad
definitivarea hartii genomului uman, a devenit posibild localizarea
mutatiilor in genele responsabile pentru aceste boli; de asemenea se
incearcd o coroborare a datelor de analize genomice de tip WGS (Whole
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Genome Sequencing) sau Whole Exome sequencing (WES) cu datele de tip
,metabolomics” obtinute prin analize de spectrometrie de masa si
spectroscopie RMN pentru a putea identifica modul detaliat de
functionare a sistemelor biologice (16, 123).

I1.4. Clasificarea actuala a bolilor genetice de metabolism

Asa cum s-a ardtat in mai multe publicatii, clasificarea actualizatd a BGM
tine cont de abordarea fiziopatologica (100, 101).

Identificarea anuald de noi defecte care apartin acestei patologii a permis
o apreciere legata de tipul sistemului afectat cel mai frecvent. Astfel, o sinteza
realizatd de Prof. ].M. Saudubray a ardtat ca din totalul celor 300 de “noi”
defecte genetice de tip BGM identificate in intervalul anilor 2011-2016, circa
85% afecteaza predominant creierul. Procesele de neurodezvoltare deficitara si
neurodegenerare pot fi observate deopotrivd, iar tabloul clinic heterogen poate
uneori sd nu asocieze modificarea unor biomarkeri. Progresele recente de
genetica moleculara permit uneori identificarea mutatiilor cauzatoare de boala
(100).
Astfel, clasificarea simplificata a BGM care ia in calcul atat elemente de
diagnostic, cat si particularitdti fiziopatologice si terapie, considera trei mari
categorii de BGM, bazate pe mdrimea moleculelor afectate (,mici si simple”
sau , mari si complexe”), precum si implicatia lor in metabolismul energetic. Pe
de alta parte, s-a aratat recente cd oricare ar fi dimensiunea lor, metabolitii
implicati in BGM se pot comporta la nivel cerebral ca: molecule de
semnalizare, componente structurale sau substrat energetic (“combustibil”), si
multi metaboliti au mai mult de un rol (87, 101, 123).

Neurometabolismul devine din ce in ce mai relevant, nu numai in
legdturd cu aceste noi categorii de boli, ci si ca o modalitate necesara de a
explica mecanismele de afectare a creierului in categoriile definite clasic ca
fiind boli genetice de metabolism. Metabolismul creierului, care a fost in mare
parte neglijat in abordarea traditionald a investigdrii si tratdrii bolilor
neurologice, este un criteriu major si nu trebuie neglijat nici in neurologie si
nici in neurostiinte. Asa cum aratd autorii mai multor publicatii, biochimia
(metabolismul) si neurobiologia celulara trebuie considerate ramuri care se
interconecteaza (100, 101).
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O mare parte dintre aceste boli afecteazd dezvoltarea sistemului nervos
fie intr-o maniera directd, fie secundar, iar descoperirile recente au permis
elaborarea clasificarii mai simplificate bazate pe criterii fiziopatologice si
perspective terapeutice, foarte utile atat in laborator, cat mai ales specialitdtilor
clinice; astfel, aceste boli sunt grupate in 3 mari categorii (101):

L Tulburari ale moleculelor mici (peste 300 de tipuri, reprezentand cca 23%
din totalul BGM):

- Acumulari (cauzate de un catabolism deficitar — fiziopatologic au

caracteristici de ,intoxicatie”) — peste 200 de tipuri;

- Deficiente ale unor molecule (in sinteza sau transport) — peste 100 de
tipuri, incluzand si defecte genetice din metabolismul
neurotransmitdtorilor (de ex: defecte de sinteza afectand
metabolismul GABA, monoaminelor, glicinei, serinei, glutamatului).

Particularitati (116): “Bolile innadscute ale metabolismului intermediar care duc
la intoxicatii acute sau progresive cauzate de acumularea produsilor toxici
proximal de blocul metabolic. In acest grup sunt incluse:

- aminoacidopatiile si majoritatea aciduriilor organice

- defectele din ciclul ureei

- defecte privind metabolismul unor glucide.

Caracteristic acestor anomalii este faptul ca, un interval de timp fara
simptome este urmat de semnele intoxicatiei acute sau cronice si de perturbari
metabolice recurente; prin urmare, expresia clinicA este adesea tardiva si
intermitentd. Diagnosticul este stabilit prin metode de chimie analiticd precum
spectrometria de masa in tandem, metode cromatografice (de ex: cromatografia
aminoacizilor plasmatici si/sau urinari, a acizilor organici, respectiv a gluci-
delor). Terapia se adreseaza prevenirii formarii sau indepartarii metabolitilor

toxici”.

II.  Tulburdri in metabolismul moleculelor complexe; peste 650 de tipuri,
reprezentand cca 47% din totalul BGM (101):
- Acumulari (catabolism, depozitare) — peste 80 de tipuri
- Deficiente ale unor molecule (in sinteza sau reciclare) - peste 300 de
tipuri

- Procesul de transport, procesare, verificare — peste 270 de tipuri
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Particularitati (116): “Bolile care perturba sinteza sau catabolismul moleculelor
complexe, implicind uneori anumite organite citoplasmatice legate de
degradarea enzimatica:
- bolile care afecteazi transportul intracelular si procesul secretor proteic.
- bolile lisosomale,
- bolile peroxisomale.
In toate aceste cazuri simptomele clinice sunt permanente, progresive,

independente de evenimentele intercurente sau de aportul alimentar”.

II.  Tulburdri afectand metabolismul energetic; peste 430 de tipuri de boli,

reprezentand cca 30% din totalul BGM (101):

- defecte de transport ale moleculelor cu rol energetic (12 tipuri),
- defecte citoplasmatice (peste 60 tipuri)
- defecte mitocondriale (peste 350 de tipuri)
Particularitati (116): “Bolile ,deficientelor energetice” sunt cele in care tabloul
clinic este datorat (cel putin partial) unei deficiente in producerea sau utilizarea
energiei, ca rezultat al unui defect inndscut al metabolismului intermediar de la
nivelul ficatului, miocardului, muschilor scheletici sau creierului. In acest grup
de boli sunt incluse:
- glicogenozele,
- defectele de gluconeogenez,
- acidemiile lactice congenitale,
- defectele de oxidare a acizilor grasi
- Dbolile lantului respirator mitocondrial.

Aceste boli prezintd o suprapunere a caracteristicilor clinice, cu manifes-
tari care survin uneori din acumularea metabolitilor toxici alaturi de deficienta
energetica. Tabloul clinic include: hipoglicemia, lactacidemia, hipotonia ge-
neralizatd severd, miopatia, falimentul cresterii, insuficienta cardiacd, socul
circulator, sindromul mortii infantile subite si malformatiile congenitale,
ultimele sugerand ca procesul patologic a afectat calea de producere a energiei

inca din cursul vietii fetale.”

in sens classic, erorile inndscute afectind metabolismul intermediar
sunt defecte ale enzimelor metabolismului aminoacizilor, glucidelor, acizilor
grasi, sau afecteaza metabolismul energetic mitocondrial. Tulburarile metabo-
lismului intermediar sunt adesea dinamice; ele se u luteaza cu modificari ale
starii metabolice a pacient si permit frecvent o interventie terapeutica cu
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succes. Cele mai multe tulburari genetice afectand metabolismul intermediar
se pot diagnostica pe baza investigatiiloe metabolice care includ analiza
gazelor din sange, glicemia, lactacidemia, amoniemia, dar si analiza amino-
acizilor plasmatici, a acizilor organici urinari, si a unui profil al acilcarnitinelor
din sange (102, 123).

S-a ardtat ca anumite defecte (hiperglicinemii, respectiv deficienta
transportorului de dopamina - cu acumularea de acid homovanilic in fanta
sinaptica) se pot incadra mai curand ca defecte In metabolismul neuro-
transmitatorilor, in spectrul tulburdrilor de semnalizare, decat ca defect de tip
»intoxicatie”. De fapt, in creier, moleculele care se acumuleazd se pot comporta
ca molecule de semnalizare care activeaza caile biologice implicate in
plasticitatea neuronald, excitabilitate si chiar in supravietuirea neuronala (101).

In concluzie, asa cum s-a aritat in mai multe publicatii, aplicarea
spectrometriei de masa In tandem (TMS) In ‘screening’ -ul nou-nascutului si
diagnosticul prenatal a permis diagnosticul presimptomatic pentru unele BGM. Cu
toate acestea, In multe cazuri, testele de ‘screening’ neonatal sunt fie prea lente,
prea scumpe sau nesigure si, in consecinta, o metodd simpla de ‘screening’ clinic
este obligatorie Inainte de a initia investigatii biochimice sofisticate.

Astfel, diagnosticul clinic al unei BGM se bazeaza pe un numar limitat de
principii (79, 80, 102, 123):

a) Intr-un anumit context clinic, trebuie s luim in considerare si 0 BGM in
paralel cu alte conditii mai frecvente

b) Simptomele care persista si raman inexplicabile dupa tratamentul initial si
dupad investigatiile obisnuite care au fost efectuate pentru tulburari mai
frecvente, pot sa fie datorate unei BGM.

c) Orice deces neonatal se poate datora unei BGM, in special in cazurile care
au fost Incadrate cu septicemie.

d) In plus, sepsisul adevirat poate declansao decompensare acutd atunci
cand existd subiacent o BGM.

e) De examinat cu atentie toate rezultatele autopsiei.

f) Sa evitam sa confundam un simptom sau un sindrom cu etiologia care sta
la baza unei BGM.

g) O BGM poate avea debut clinic la orice varsta, incepand din perioada
fetalda pana la varsta senectutii

h) Deoarece cea mai mare parte a BGM respecta trasmiterea autosomal
recesivd, majoritatea cazurilor individuale apar sporadic (desi exista si
unele BGM cu transmitere dominanta, legata de X sau materna).
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j)

In situatia de urgenta, se vor considera in primul rand acele BGM pentru
care existd tratament.

Se va avea in vedere solicitarea sprijinului din partea centrelor specializate
in BGM.
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III. DEFECTE GENETICE (PRIMARE)
IN METABOLSMULUI NEUROTRANMITATORILOR

II1.1. Defecte in metabolismul glicinei

Glicina sau glicocolul (Gly) este un aminoacid ne-esential, cu
structura simpla; acest aminoacid are un rol important in neurotransmitere,
avand in principal un rol inhibitor. Glicina este un intermediar in multe
procese metabolice dar si unul dintre inhibitorii majori ai neurotransmiterii in
sistemul nervos central. Receptorii inhibitori ai glicinei se gdsesc mai ales in
trunchiul cerebral si In maduva spindrii. Catabolismul glicinei este realizat de
complexul de clivare al glicinei (CCG) care, atunci cand este deficitar (prin
mutatiile care afecteazd in final complexul enzimatic CCG) produce boala
numitd hiperglicinemia noncetoticd (HGN) marcata de cresterea concentratiei
Gly atat in plasma si urind, cat si in l.c.r. (13, 116).
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Fig. 8. Reprezentarea metabolismului glicinei cu marcarea locului de actiune al
complexului CCG (deficitar in cazul hiperglicinemiei noncetotice); schema modif.
dupa date din literatura, preluata din 116.

Studiile privind tipurile de neurotransmitatori au ardtat ca ”la nivelul
sistemului nervos central, glicina indeplineste functia de NT cu doua tipuri de
efecte (116):
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1. Efect excitator al glicinei (la nivel cortical) prin intermediul receptorului
NMDA (notat si N-Metil-D-Aspartat).

Odata cu atasarea glutamatului sau N-metil-D-aspartatului la nivelul
receptorului (care indeplineste atat functia de ,canal cu poarti comandat de
ligand”, dar si de ,canal cu poartd comandat de voltaj”), canalul se deschide si
ionii de Na* gi Ca?* intra in neuron.

Glicina se leaga la un alt nivel al receptorului, favorizeaza acelasi
mecanism urmat de influxul ionilor Na* si Ca%, actionand ca un facilitator al
acestui transport. Studiul mecanismelor moleculare prin care se asigurd
functionarea normald a acestor receptori au aratat de curand si importanta se-
rinei la nivelul acestor componente; o deficienta privind functionarea acestor
receptori (asa cum se inregistreaza prin stimularea excesiva exercitata de gli-
cina) este raspunzatoare de crizele epileptice refractare la tratament si de modi-
ficarile cerebrale care apar in cursul hiperglicinemiei noncetotice (HGN). Studiile
recente de neuroembriologie au ardtat ca glicina si serina exercita (prin
activarea receptorilor glicinei) un rol foarte important in semnalizarea celulard
si maturizarea sinapticd din cursul dezvoltdrii fetale.

2. Efect inhibitor al glicinei (la nivelul maduvei spinarii si a trunchiului cere-
bral); acest efect este probabil responsabil de apneea si spasmul diafragmatic
(sughitul) observate in primele zile de viata din cursul evolutiei HGN care poate
fi suspectata prin identificarea unei hiperglicinemii si hiperglicinorahii
semnificative” (116).

Moleculale transportor de glicina (GlyT-1 si GlyT-2) sunt membri ai
superfamiliei transportorilor de neurotransmitatori dependenti de Na*/Cl-. GlyT-2
din neuronul presinaptic este esential pentru recaptarea glicinei In neuronul
presinaptic si astfel oferd un substrat pentru reumplerea mediata de TVAAI a
veziculelor re-endocitate. Izoforma acestui transportor, dar localizata in celule
gliale (GlyT-1) indeparteaza glicina eliberata din receptorii post-sinaptici si permite
degradarea acesteia de catre complexul de clivare al glicinei (CCG). Receptorii
glicinei sunt canale cu poarta dependente de ligand, asamblate in complexe
pentamerice constand dintr-o combinatie de 3 subunitati o (GLRAL1) si 2 subunitati
B (GLRB). Mutatiile GLRA1 sunt cea mai importanta cauza a hiperekplexiei (32,
34).
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Fig. 9. Reprezentarea sinapsei glicinergice inhibitorii (schema modif. dupa 34).
Glicina este stocata in vezicule In neuronul presinaptic. Transportorul veziculelor
de aminoacizi inhibitori (TVAAI) transportd aceste vezicule catre membrana
presinaticd, la nivelul careia glicina este eliberata in fanta sinaptica.

Gefirina este o proteind multifunctionala de sustinere, identificata initial prin
co-purificare cu receptorul inhibitor al glicinei, este strans co-localizata cu

receptorii pentru glicing, in regiunile post-sinaptice (2, 34).

II1.1.1. Hiperglicinemia noncetotica (HGN)

“Hiperglicinemia noncetotica (HGN) sau ,encefalopatia glicinici” este o
boala foarte severa, cu transmitere autosomal recesiva, si se caracterizeaza prin
acumularea unor mari cantitati de Gly in toate tesuturile organismului
(inclusiv in sistemul nervos), ca urmare a deficientei complexului de clivare al
glicinei (CCG)” (116).

Posibilitatile actuale de tratament sunt orientate, pe de-o parte, spre sca-
derea concentratiei glicinei din plasmad si creier, iar pe de altd parte, spre
blocarea efectelor sale la nivelul receptorilor N-metil-D-aspartat (NMDA) din
sistemul nervos central. Cu toate acestea, in general, terapia acestei boli este
nesatisfacatoare, iar exanguino-transfuzia, dializa, sau administrarea benzo-
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atului de sodiu sunt cele care salveaza viata nou-nascutului, dar cu ventilatie
asistatd, si prognosticul In aceasta aceastd boald ramane sever (84, 112).

Diagnosticul biochimic al HGN (dat de defecte ale complexului de
clivare al glicinei) poate fi solicitat pe baza particularitatilor clinice si necesita
analiza glicinei In plasma si l.c.r. Raportul Gly in l.c.r./ Gly in plasma > 0,08
(normal < 0,02) stabileste diagnosticul. Pentru laboratoarele de genetica
biochimica analiza aminoacizilor din fluidele biologice este una dintre etapele
initiale de investigatie cand este suspectata o boald genetica de metabolism.
Astfel initial se analizeaza aminoacizii din plasma si/sau urina unui pacient, si
mai apoi, in functie de tabloul clinic si rezultatele obtinute se poate solicita si
analiza aminoacizilor si a altor metaboliti din l.c.r., aceasta testare impunand
punctia lombara pentru colectarea l.c.r. (8, 46, 64).
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Fig. 10. Reprezentarea structurilor reper pentru punctia lombara in
vederea analizei l.c.r. pentru metaboliti ai NT(schema modificata dupa www.
accessmedicine, McGraw-Hill Education); concentratia unor metaboliti este diferita
intr-o anumita fractiune (conform gradientului rostro-caudal). Este importanta
congelarea imediatd, la -70°C a probelor colectate, fard aditivi; daca exista urme de
sange, se centrifugheaza tubul respectiv, se congeleaza supernatantul, informand
laboratorul asupra acestui lucru. HVA: acid homovanilic; 5-HIAA: acid 5
hidroxiindolacetic; 5-MTHF: 5-metiltetrahidrofolat.
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Pentru diagnostic si interpretare sunt utile valorile normale ale amino-

acizilor in urina, plasma, si uneori din l.c.r.-ul, pacientilor:

Tabel II. Valorile de referinta ale aminoacizilor din lichidul cefalorahidian
(nmol/l) pe categorii de varsta (10, 116, 122):

Adultl | Adulti Femei | Copii 3-18 Copiien g
Aminoacizi in (nai 5%%1 (n‘= 15) ani (r!=58) (<(1If=111121;1)
Lcr. Media+2SD Media+2SD Media+2SD Media*2SD
Acid aspartic 0,4-5,2 14-22 1.9-4,2 3,1-9,9
ﬁ:iiii"amim' 1,571 <7,9 0,2-4,8 1,643
Alanina 13,4-48,2 11,5-41,1 11,1-29,6 16,5-36,6
Arginina 13,1-35,1 14-34,4 11,3-29,5 10,1-29,9
Asparagina <17,9 0,6-17,4 2,7-7,4 3,5-14,5
Citrulina 0,8-4,8 <6,4 0,9-2,4 <8,5
Fenilalanina 6,7-18,3 2,4-19,2 0,5-15,9 0,6-22,6
3,7-7,6
Glicina 2,2-14,2 0,7-14,7 2,9-7,9 <1 luna: 5-20
>1 luna: 3-12
Glutamina 356-680 284-566 352-680 390-824
Histidina 11,4-22,2 12-25,2 8-18,4 8,3-28,5
Izoleucina 3,4-134 <11,1 2,2-6,2 3,9-11,3
Leucina 10,4-26,8 4,2-18,2 5,4-15,4 12,1-19,3
Lizina 20,1-42,9 15,1-36,3 9,1-25,5 9,1-33,6
Metionina <9,3 <8,8 0,9-3,5 0,7-6
Ornitina 39 1,7-8,1 2-5,9 0,7-15,7
Serina 18,7-37,5 22,6-37,8 19,8-42,0 27,3-76,6
Taurina 4,4-12,4 2,5-8,5 3,7-8,6 4,2-13,3
Tirozina 5,3-13,3 1,9-13,9 4,3-11,7 6,7-20,4
Treonina 22,2-52,6 22.3-47,1 10,3-39,5 <100,6
Valina 10,1-37,7 4,5-24,5 7,6-18 9,7-28,7

Tabel III. Valorile de referintd ale aminoacizilor din plasma (umol/l)
pe categorii de varsta (10, 116, 122):

. .. Adulti Adulti Adoles- .. Sugari
Aminoacizi s . . Copii .
in ol . barbati femei centi (n=52) < 3 luni
in plasma n=|

P @0=50) | (n=15) (n=80) (n=17)
Taurina 27-95 18-66 2-90 20-120 10-167

Acid aspartic 2-9 3-6 3-15 1-17 0-31
Treonina 92-180 | 93-197 | 102-246 | 40-204 46-222
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. L. Adulti Adulti Adoles- . Sugari
Aminoacizi o . . Copii .
i plasma barbati femei centi (n=52) <3 luni
in plasma n=
- 0=50) | (n=15) (n=80) (n=17)
Serina 89 — 165 78 - 166 92 - 196 70 - 194 92-178
Asparagina 32-92 26-74 34-94 15-83 38-121
Acidul glutamic 6-62 6-38 17 -69 14-78 8-179
Glutamina 466 - 798 340 - 696 457 - 857 475 - 746 475-746
Prolina 97 - 297 112 -220 58 — 324 40 - 350 97-420
154-338
Glicina 147 - 299 100 - 384 166 - 330 107 - 343 | <1 luna: 230-450;
>1 luna: 100-350
Alanina 146 - 494 218 - 474 242 - 594 148 - 475 274-384
Citrulina 19 - 47 10-58 19-52 8-47 8-47
Acidul a-
. . 15-35 7-35 8-36 12-43 3-24
aminobutiric
Valina 179 - 335 172 - 248 155 - 343 132 - 480 79-217
Cistina 24 —-54 31-49 36 - 58 23 -68 6-43
Homocisteina
. 8-18 6-15 <15 4.7-10,3 3,3-8,3
totala
Metionina 13-37 14 - 30 16-25 11-30 11-31
Izoleucina 46 -90 39-67 34 -106 6-122 12-77
Leucina 113 - 205 98 - 142 86 - 206 30-246 46-147
Tirozina 37-77 26-78 35-107 19-119 13-91
Fenilalanina 46 - 74 42 -62 34-86 27 -96 25-74
Ornitina 55-135 36 -96 47 -195 20-136 66-116
Lizina 135-243 119 - 203 116 - 276 85-218 154-246
Histidina 72 -108 68 -104 68 - 108 47 -135 37-83
Triptofanul 25-65 17-53 - 12-69 21-75
Arginina 28-96 28 -108 1-81 32-142 7-128

Tabel IV. Valorile de referintd ale aminoacizilor din urina (pumol/l)
pe categorii de varsta (10, 116):

Varsta >
Aminoacizi| 0-1 1-6 6-12 1-2 2-4 4-7 7-13 13 ani
in urina | luni luni luni Ani ani ani ani si

adulti
Taurina 8-226 6-89 9-123 | 12-159 | 13-200 17-230 | 18-230 | 16-180
Acidul 212| 216 | 312| 310 | 28 28 110 | 27
aspartic
Hidrox- 20 o043 | 02| o013 | 043 | 013 | o013 | 013
prolina 320
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Varsta >

Aminoacizi| 0-1 | 1-6 |6-12| 1-2 2-4 4-7 | 7-13 | 13 ani
in urind | luni luni luni Ani ani ani ani si
adulti
Treonina 20-38| 17-92 | 14-56| 15-62 | 10-48 9-36 8-28 7-29
Serina 80-82| 42-194 153(;' 45-124 | 32-94 | 3893 | 23-69 | 21-50
Asparagina | 0-4 0-58 | 036 0-32 0-30 0-29 0-24 0-23
Add 030| 229 | 018| o-11 | o-10 0-8 09 | 012
glutamic
Glutamina | -2 | 52205 | ¥ | 62-165| 45-236| 52-133| 20-112| 2076
205 197
) 21-
Prolina 13 0-130 | 0-14| 0-13 0-9 0-9 0-9 0-9
. 283- 114-
Glicina logy | 210743| .| 110-356| 111-326] 91-246 | 64-236 | 43-173
Alanina 5 g0 | 30| w1430 33115| 2792 | 1765 | 1668
244 162
C 0,2-
Citrulina " 02-11 | 0-8 0-7 0-6 0-5 0-5 0-4
Acidul a- 0-9 0-7 0-8 0-8 0-6 0-5 0-5 0-4
aminobutiric
Valina 326 | 419 | 6-19| 7-21 6-20 3-15 3-17 3-13
Cistina 12-39| 724 | 615| 5-13 4-15 4-11 4-12 3-17
Metionina | 7-27 | 622 | 829| 7-29 5-21 5-20 3-17 2-16
Izoleucina 0-6 0-5 0-6 0-6 0-5 0-5 0-6 0-4
Leucina 325 | 412 | 4-16| 6-17 4-18 3-13 3-16 2-11
Tirozina 6-55 | 12-52 | 11-54| 13-48 | 10-30 935 6-26 223
Fenilalanina | 4-32 | 7-28 | 11-28| 10-31 7-21 6-26 5-20 2-19
Acidul a-
amino- 0-87 | 0216 | 0-226| 0-206 | 0-175 0-59 0-85 0-91
izobutiric
L. 0,2-
Ornitina s 0226 | 0-8 0-8 0-7 0-7 0-6 0-5
. 15-
Lizina 199 | 15199 | 13-79| 1669 | 1046 | 10-68 | 1056 | 7-58
Histidina 8- 1 soan | 9% | s7087| 68255| 61216 43-184| 26-153
295 278
3-metil- 20-39| 19-40 | 20-47| 22-57 | 20-59 | 21-61 | 1859 | 19-47
histidina
. 0,2-
Arginina 14 02-14 | 0-11 0-8 0-9 0-7 0-6 0-5
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II1.1.2. Hiperekplexia ereditara

Hiperekplexia ereditara numitd si boala “tresiririi”, se referd la o reactie
exageratd a pacientilor cu acest defect la un zgomot brusc aparut. S-au descris
manifestari tipice apdarute la scurt timp dupa nastere, cu reactii hipertonice la
zgomot si atingere. S-a aratat ca in formele severe de hiperekplexie, cu debut
neonatal stimuli acustici conduc la aparitia unui reflex de tresarire exagerat,
urmat de un spasm tonic (sindromul de “copil intepenit”) sustinut similar unui
tremor. Somnul poate reduce sau chiar elimina rigiditatea si sacadele. S-au
descris si cazuri cu apnee si, uneori, acestea au determinat chiar moartea infan-
tild subitd (sindromului mortii infantile subite sau Sudden Infant Death Syn-
drome - SIDS) explicat prin laringospasmul si insuficienta cardiorespiratorie.
Din punct de vedere etimologic, origineaa numelui acestei boli vine din limba
greacd, hiperekplexia sugerand manifestarea de tip ,surprindere exagerati”. Boala a
fost descrisa prima oard in 1958, iar in anul 1962, medicii Kok si Bruyn au
descris o boala cu caracter ereditar manifestatd initial prin hipertonie la
nou-nascuti, iar mai tarziu, pentru unele cazuri, s-a incriminat aceastd boald ca
fiind raspunzatoare de decesul subit (tot la virsta de copil). Astazi, se stie ca
hiperekplexia este o boald genetica rard, caracterizata din punct de vedere clinic
prin hipertonie neonatald si exagerarea reflexului de tresdrire. Urmarirea in
timp a acestor pacienti a aratat ca s-a inregistrat o hipertonie musculara in cursul
copildriei si o crestere tranzitorie a tonusului muscular dupa episoadele de
tresdrire; in unele familii boala este asociatd cu parapareza spastica. Achizitiile
motorii sunt adesea intarziate, iar dezvoltarea intelectuala este de obicei
normald. S-a ardtat ca testele biochimice de dozare a unor metaboliti de neuro-
transmitatori In sange si l.c.r. sunt in general negative, si deci, diagnosticul
trebuie sa tina cont de tabloul clinic, de anumite particularitati electro-
fiziologice si, atunci cand sunt disponibile, de testele de genetica moleculara
(34, 66, 116).

Prin urmare, diagnosticul clinic de hiperekplexie trebuie considerat
atunci cand sunt observate la copii urmatoarele semne (34, 44):

- Rigiditate generalizata imediat dupd nastere, semn care se
normalizeaza In cursul primilor ani de viatd, dar creste cu
manipularea copilului si dispare in cursul somnului;

- Reflex de tresdrire excesiv la stimuli neasteptati; se observa inca din
primele zile de viatd, iar la copiii mai mari determina caderi;

- Dipa reflexul de tresdrire, urmeaza o perioadd scurta de rigiditate
generalizatd (In curul careia miscarile voluntare nu se pot realiza);

- Asocieri ale altor semne: reflex exagerat de retragere a capului provocat
de percutia varfului nasului;
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- Miscari ritmice ale membrelor in cursul somnului;

- Alte simptome asociate includ:

* hernii inghinale, ombilicale sau epigastrice
» displazie congenitala de sold

= epilepsie

* episoade de rigiditate musculara

* apnee

* pneumonie de aspiratie.

Mai tarziu in cursul vietii, reperul in diagnostic poate fi doar prezenta
unui episod caracteristic care asociazd tresarire, lasarea bratelor lateral si
cidere neprotejatd care urmeazi unor stimuli brutali. In aceste situatii,
cunostinta pacientului este pastratd (cu exceptia situatiilor in care exisa
traumatisme cranio-cerebrale) si de obicei, nu exista modificari ale traseelor
EEG. S-a demonstrat originea geneticd a acestei anomalii (fie prin mecanism
autosomal recesiv, fie prin mecanism autosomal dominant), iar analizele de ge-
neticd moleculara au ardtat ca cea mai mare parte dintre cazurile de
hiperekplexie sunt cauzate de mutatii in subunitatea a1 a receptorului glicinei
(gena GLRA1) (34). Majoritatea studiilor de proteomica legate de etiopatogenia
acestei boli erau orientate spre studiul proteinelor din neuronii postsinaptici,
ulterior Insa, s-a ardtat cd existd o serie de mecanisme care sunt legate de
terminatiile presinaptice implicate in acestd boald, precum si defecte de la
nivelul celulelor gliale. Astfel, s-a precizat ca diagnosticul molecular actual
trebuie sd tind cont de posibilitatea identificdrii unor mutatii in gene care
codifica atat proteine postsinaptice, cat si in gene ale proteinelor localizate in
neuronul presinaptic sau de la nivelul celulelor gliale. Componentele studiate in
sinapsele inhibitorii au permis stabilirea urmatoarelor caracteristici (21, 33, 34,
40, 53):

1. S-au identificat mai multi pacienti cu mutatii afectand receptorul
glicinei, mutatii in gena GLRA1 (corespunzdtoare subunitatilor al si respectiv in
gena GLR - care codificd receptorul [ localizat In membrana neuronului
postsinaptic; exista studii care au aratat ca disfunctii ale subunitdtii cn ale
acestui receptor (in special identificate la pacienti cu hiperekplexie) sunt corelate
cu mutatii in gena unui canal de clor care apartine canalelor dependente de
ligand. Astfel, s-au identificat cateva proteine implicate In asamblarea si/sau
stabilizarea componentelor receptorului glicinei sau care intervin in transportul
glicinei spre veziculele de stocare sau in procesul de recaptare a acestui
aminoacid din fanta sinapticd. Semnificatia patogenetica a acestor proteine s-a
studiat prin teste de inducere a mutatiilor in genele care le codifica, urmarindu-se
efectele inactivarii secventelor genice de interes. Ca elemente din citoschelet
implicate in procesul normal care implica acesti receptori, s-a aratat ca gefirina
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are un rol important in mentinerea grupata a subunitatilor al si {3 ale recepto-
rului glicinei, iar colibistina (RhoGEF) ar asigura translocarea gefirinei la nivelul
sinapsei GABA-ergice; deficitul experimental de RhoGEF (respectiv la
animalele Knock Out pentru aceasta proteind) nu se soldeaza cu raspuns
exagerat la stimuli acustici sau tactili, asa cum s-a Inregistrat in cazul
animalelor la care s-a alterat exdresia genica pentru gefirina.

2. Indepartarea glicinei ajunse in fanta sinaptica s-ar face cu ajutorul
transportorului GlyT1 (aflat in membrana celulelor gliale din jurul spatiului
sinaptic) si ar avea rolul de a participa astfel la stoparea neurotransmiterii si
probabil la incorporarea glicinei in vezicule. In studiile pe animale de laborator
care au indus deficitul experimental al transportorului GlyT1 s-a identificat
cresterea concentratiei glicinei in l.cr. si in ser, iar animalele dezvoltd
manifestari si leziuni de tipul celor notate in encefalopatia glicinica (HGN).

3. Recaptarea glicinei din spatiul sinaptic se face prin participarea
transportorului GIlyT2 situat in membrana neuronului presinaptic, transportor
responsabil de recuperarea acestui aminoacid in neuronului presinaptic. In
mod normal acesta va transmite glicina spre o vezicula care poartd in
membrana sa transportorul vezicular (Transportorul vezicular al aminoacizilor
cu rol inhibitor, TVAAI) si care asigura apoi reumplerea cu glicina a
veziculelor din terminatia presinaptica. Pe de altd parte, glicina este sintetizata
din serind prin interventia serin hidroximetil transferazei (SHMT). Mutatiile
induse (la animale de tip Knock Out) pentru crearea disfunctiei GlyT2 determina
aparitia modificdrilor tipice hiperekplexiei de la om (rigiditate, tonus muscular
crescut, spasticitate, tremur).

Tratamentul simptomatic la adulti se face cu clonazepam (1 mg pe
zi). La copii sunt necesare doze mai mici, iar Vigabatrin-ul este ineficient.
Copiii beneficiaza de Incercdri repetate de exercitii fizice, mai degraba decat de
proceduri de fizioterapie. Activitdtile extinse pe teren moale sau nisipos sunt
deosebit de eficiente, si frcvent poate fi necesara interventia psihologica.
Clonazepamul ramane tratamentul pentru toate varstele, fara a se cunoaste
complet mecanismul de actiune, dar s-o constatat ca acest medicament se
atasaza la nivelul site-ului benzodiazepinic al receptorul GABAAa (34, 44, 52).

II1.2. Defecte in metabolismul serinei

Anomaliile genetice legate de deficienta serinei constituie un grup de
boli neurometabolice si sunt cauzate de defecte din biosinteza aminoacidului
L-serina. Spre deosebire de majoritatea bolilor neurometabolice, anomaliile ge-
netice legate de deficienta serinei sunt potential tratabile (23, 24, 25, 54).
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Cateva caracteristici biochimice privind acest aminoacid cu rol in
neurotransmitere, a carui metabolism este legat de glicina:

: @ THF MTHF
Glucozd  3-P-hidroxipiruvat Serind <E—u-—>GIicin5
a8 A K A 4 SHMT1 A
PHGDH PSAT1 PSPH '& '
THF MTHF
'Jv ¥ W S Serind <2 Glicin
3-P-glicerat 3-P-Serina b THE
* CCG -
H/P/T/I
Pirfwat gLl
Mitocondrie NH4+ CO2

Fig.11. Reprezentarea metabolismului serinei si glicinei (modif. dupa 78,
123); PHGDH: 3-P glicerat dehidrogenaza; PSAT1: 3-fosfoserinamino transferaz;
PSPH: 3-fosfoserin fosfataza;, THF: tetrahidrofolat; MTHEF: metilentetrahidrofolat;
CCG (H/P/T/1): complexul de clivare al glicinei.

“Mult timp s-a apreciat ca D-aminoacizii se gasesc doar in insecte si in
anumite organisme bacteriene, dar studiile mai recente au demonstrat prezenta
D-serinei In concentratii foarte mari In creierul mamiferelor si In concentratii
mult mai mici in tesuturi periferice. D-serina din creier corespunde unei
concentratii de cca o 1/3 din nivelul plasmatic al L-serinei; spre deosebire de
L-aminoacizi, D-serina nefiind incorporata in proteine sau peptide, constituie o
rezerva importanta in totalul aminoacizilor liberi. Hashimoto si colab. (1993)
au fost primii care au observat la sobolanii de laborator ca existd o concentratie
mare de D-serina in regiuni ale prozencefalului in care sunt abundenti receptorii
NMDA. Studii ulterioare bazate pe tehnici imunohistochimice au demonstrat ca
distributia regionala a D-serinei co-localizeaza aproape perfect cu regiunile in
care sunt identificati receptorii NMDA. In schimb, concentratia D-serinei este
mai scazuta in partea caudald a creierului (inclusiv in trunchiul cerebral si
cerebel). In ultimii ani s-a aritat ci D-serina este un co-agonist fiziologic al
receptorilor glutamatului de tip NMDA (N-metil D-aspartat), un receptor
»Cheie” al cdilor excitatorii din creier. Receptorii NMDA sunt componente
esentiale ale cailor excitatorii mediate de NT la nivelul creierului si sunt
implicati intr-o serie de procese fiziologice cum sunt: formarea memoriei,
plasticitatea sinapticd si dezvoltarea cerebrala. Acesti receptori cuprind mai
multe subunitati si activitatile lor sunt controlate prin mecanisme cum sunt
legarea liganzilor si interactiunea cu anumite proteine. Receptorii NMDA au o
permeabilitate mare pentru ionii de calciu despre care se stie ca joaca un rol
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esential in plasticitatea sinaptica si in realizarea mecanismelor de transmitere a
numeroaselor semnale la nivelul neuronilor. Totusi, suprastimularea recepto-
rilor NMDA provoaca neurotoxicitate si este implicata in conditii patologice
cum sunt AVC-urile (accidentele vasculare cerebrale) si bolile neurodegene-
rative. Cercetdri recente au ardtat ca glutamatul, principalul agonist al
receptorilor NMDA, nu activeaza acesti receptori decat in prezenta unor
co-agonisti prezenti pe una dintre subunitdtile NMDA; s-a constatat ca
D-serina este un co-agonist esential (care se leaga in pozitia glicinei de la ni-
velul NMDA) al acestor tipuri de receptori (conferind rol de neuromodulator);
prin aceasta actiune mediind procese precum cresterea afinitdtii receptorului
pentru glutamat, stimularea turnover-ului NMDA prin internalizare” (sinteza in
116):

Neuron_
presinaptic

Fluxul D-serinei dinspre
_cel. gliala spre neuron

Fluxul D-serinei dinspre
neuron spre cel. gliala

Glucoza

Astrocit
NMDA ® AMPA NMDA
oo’ A

Dser .r,__

S

“_B)L—ser
Neuron

postsinaptic

Glucoza

Fig. 12. Schema implicdrii D-serinei (D-ser) in semnalizarea sinapticd de la nivelul
neuronilor si a celulelor gliale; se prezinta doua modele pentru eliberarea D-serinei
(schema modif. dupa date din literatura, preluata din vol. Aminoacidopatii,
aspecte genetice, biochimice si clinice, R. Vulturar, M. Cucuianu (116)).

Mecanismele reprezentate in imagine pot fi sumarizate astfel (116):

a. "Fluxul D-serinei dinspre celulele gliale spre neuroni este realizat prin activarea
receptorilor gliali AMPA din astrocite de glutamat (L-glu) provenit din
neuronul presinaptic (reactia 1); aceasta duce la eliberarea D-serinei din
astrocit si activarea receptorilor NMDA neuronali (reactia 2). Deoarece
enzima serin racemaza (SR) se gaseste predominant in neuroni, astrocitele pot
obtine D-serina prin recaptarea din mediul extracelular. In mod alternativ,
anumite astrocite (care dispun de serin racemazi) au capacitatea de a sintetiza
D-serina dupa obtinerea L-serinei din glucoza.
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b. Fluxul D-serinei dinspre neuroni spre celulele gliale ar fi realizat prin eliberarea
D-serinei din neuroni, mai probabil prin depolarizare (reactia 3). Eliberarea
D-serinei va activa receptorii NMDA din neuronul presinaptic sau va fi
preluata in astrocite (reactia 4). Deoarece neuronii sunt in cea mai mare parte
lipsiti de capacitatea de a sintetiza L-serina din glucoza, se presupune ca
acegtia preiau L-serina care provine din astrocite (reactia 5). Studiile actuale nu
au permis incd elucidarea tipurilor de neuroni (pre sau postsinaptici) in care se
sintetizeazd, respectiv din care se elibereazd D-serina” (116).

II1.3. Defecte in metabolismul pterinelor si aminelor biogene

Sistemul de neurotransmitatori aminergic cuprinde aminele biogene sinte-
tizate din tirozind si cunoscute cu numele de catecolamine (noradrenalina,
adrenalina, dopamina) fiindcd in formula lor se regdseste structura numita
catecol (formata dintr-un inel fenolic cu doua grupéri hidroxil). In plus, in clasa
aminelor biogene este inclusa si serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) care,
din punct de vedere structural, este o indolamina care provine din triptofan
(28, 44).

Tabel V. Aminele biogene formate din aminoacizi

(modif. dupa 63, preluat din 116):

Aminoacidul Functie,

. . Amina rezultata
corespunzator sinteza unor molecule

Serina faciliteaza efectul excitator al glu-
Serina tamatului, etanolamina intra in Etanolamina
constitutia cefalinelor

Cisteina Componenta a Coenzimei A Cisteamina

Treonina Componenta a vitaminei B2 Propanolamina

Componenta a vitaminei Bs (acidul

Acidul aspartic . [-alanina
pantotenic)

Acidul glutamic | Neurotransmitatorul GABA Y-aminobutirat

Histidina Mediator, neurotransmitator Histamina

Dopa Neurotransmitdtor Dopamina

5-hidroxitriptofan | Mediator, neurotransmitdtor Serotonina
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Deficientele genetice din metabolismul monoaminelor sunt boli in care

se pot observa manifestari clince care apartin unui spectru larg, fiind marcate
insd de disfunctii motorii (distonie, parkinsonism), retard in dezvoltare cu

caracter progresiv, encefalopatie epileptica (13, 43, 45, 90)

GTP
ciclohidrolaza |

Dihidronaoptarin
trifosfat

| G-piruveil tetra |
7,8 - Dihidro- hidropterin sintetaza |
neopterina
PTP
J %-‘ Aldozo-reductaza |
Neopterind  Sepiapterina (r ¥
s fn | H i
4 ::::mz: | Tlruzma Trlptofan T LT
DHPR
)«-" BH4 g
" Triptofan Tﬂpmfan Fanllalnnin i
BH2
2 hidroxilaza wpar 2
Pterin 4a- =
. carbinalamina P e BT |
3-orto- transferaza (COMT) H
AVL - e = Ll[}opa 5-H|drlomtrlptofan T:mzmé ____________________
. Decarboxilaza amino-
| acizilor aromatici (AADC)
] 1]

"2 | NEURON PRESINAPTIC

Feniletanolamina | [ - .
N-metll transferaza | - Dopamin-beta-
I hil:lrmfilaza i SN
Epinefrind<— pinefrind { Dopamin Ser
| 1
hc:“*;:'-“-{;'oﬂ ; D vmarz —woresmm DOPAMINERGIC
nsteraza
L - J = | {
i 3 { SI.C..I.SAIZ - - oxidaza ™~
inthinasHiermataneiine. g DOPAL  S5-HIAL
Monoamin Aldehid
id | L=
G ' dehidrogenaza
VMA MOPG ! .
€O BN . _-BORAL SRR SEgEA.SEI
RS, | Catecol- O - metil
transferaza (COMT) |

E;E URON POSTSINAPT@

YYY .
Receptor pentru dopamina

Fig. 13. Cai de sinteza, degradare si reciclare a neurotransmitatorilor si biopterinei,
reactii identificate In neuronii dopaminergici, schema modificata
dupad Brennenstuhl si colab., 2019 (13)
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Legend3

‘ Enzima

Metaboliti imp.
pt. diagnostic

O Cofactori

) Dopamina o VMAT2
5-HIAA: acid 5-hidroxiindoleacetic;
5-HIAL: 5-hidroxiindoleacetaldehida;
BHa: tetrahidrobioptering;
DHPR: dihidropterin reductaza;
DOPAC: acid 3,4-dihidroxifenilacetic;
DOPAL: 3,4-dihidroxifenilacetaldehida;
DTDS: sindromul deficitului de
transport al dopaminei;
GTP: guanozin-5'-trifosfat;

AHYV: acid homovanilic;

MOPG: metoxilhidroxifenilglicol

PCD: PCD - Pterin-4a-carbinolamin-de-
hidrataza

PLP: piridoxal 5'-fosfat;

PTP: 6-piruvoltetrahidropterina;

gBHo2: dihidrobiopterina chinonoida;
VLA: acid vanililactic;

VMA: acid vanililmandelic;

VMAT 2: transportor vezicular de
monoamine.

NE; norepinefrina (noradrenalind);
*S-a aratat ca interactioneaza cu
DNAJC12

**Localizare intra-veziculara, la nivelul
membranaei

Aceste boli sunt uneori recunoscute prin identificarea unei hiperfenil-

alaninemii, iar diagnosticul precoce prin analiza metabolitilor monoaminici si

pterinelor in l.c.r., este foarte important, unele defecte incadrandu-se in clasa

bolilor genetice tratabile (9, 72, 111).

Guanozin trifosfat (GTP)
GTPCH

<-—— Dihidroneopterin trifosfat
@-i- PTPS

Acid fenillactic

»(Acid fenilpiruvicl—= (Acid fenilacetic)

6- Piruvoil- tetrahidropterin
reactie non ARfCR SR I CR
enzimatica Ac
Seplapterlna *--1 -Oxo-PHq % -Oxu-PH
lSR!CR @ 2
SR
e DHFR
T'B'bDi'gctlg‘?i'n ------ - Tetrahldroblopterlna —[Phe
3 a (BHy) R BH,
- 7 \
e . /DHPR (6 PaH
enzimatica ~ . ?@ /
e PCD . & Tyr
Pterin-4alfa- v

q-Dihidrobiopterina @ carbinelamina
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Fig. 14. Reprezentarea schematica a sintezei, regenerarii tetrahidrobiopterinei
(BH4), precum si a cuplarii metabolismului acestuia cu procesul de hidroxilare
a aminoacizilor aromatici si formarea dopaminei si serotoninei [modif. dupd date
din literaturad (10, 61), preluatd din 116].
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1- PAH - Fenilalaninhidroxilaza

2- GTPCH - Guanozintrifosfat ciclohidrolaza I
3- PTPS — 6-piruvoil-tetrahidropterin sintetaza
4- DHPR - Dihidropteridinreductaza

5- PCD - Pterin-4a-carbinolamin-dehidrataza
6- SR - Sepiapterin reductaza

DHER - Dihidrofolat reductaza

HVA - Acid homovanilic

VMA - Acid vanilmandelic

AR - Aldozo reductaza

Arg — Arginina

Cit - Citrulina

CR - Carbonil reductaza

AADC - Decarboxilaza L-
aminoacizilor aromatici

DBH- dopamin 3 hidroxilaza
5-HIAA - Acidul 5-hidroxiindolacetic,
NOS - Sintetaza oxidului nitric,
Noradrenalina= norepinefrina,

Tyr — Tirozina,

TH/TYH - Tirozinhidroxilaza,
TPH/TrpH - Triptofan hidroxilaza.
GEM - Gliceril eter monooxigenaza
MHPG - 3-Metoxi-4-hidroxifenilglicol

Disponibilitatea recenta a testdrii genetice prin secventierea genelor

implicate in acest tip de defecte permite evaluarea neinvaziva pentru stabilirea

unui diagnostic molecular (45, 123).

Din punct de vedere al analizelor de dozare a aminoacizilor in fluide

biologice, defectele de sinteza sau reciclare a tetrahidrobiopterinei (BHa)

afecteaza metabolismul fenilalaninei, tirozinei si triptofanului; din perspectiva

examinarii clinice, semnele sunt legate de manifestari implicand deficienta

dopaminei si serotoninei (10, 123).

Tabel VI. Caracteristici de expresie tisulara a unor enzime afectand

metabolismul unor aminoacizi (44, 123):

Componenta afectata de  Distributia tisulara  Localizarea Cod in
defectul genetic Cromoso- catalogul
miala McKusick

Deficienta tirozin Creier, rinichi 11p15.5 191290

hidroxilazei (TH)

Deficienta decarboxilazei Creier, ficat, rinichi, | 7p12.1-p12.3 | 107930

aminoacizilor aromatici neuroni periferici

(AADC)

Deficienta dopamin-f3- Creier, neuroni 9q34 223360

hidroxilazei (DBH) periferici

Deficienta monoamin Ubiquitard Xpll-p21 307850

oxidazei A (MAO-A)

Hiperekplexia, defectul Creier 5933-q35 149400

receptorului glicinei
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Testele diagnostice (cu posibilitatea identificarii unor boli severe care
beneficiazd de terapie cum este DRD- Distonia cu rdspuns pozitiv la
administrarea de L-dopa) necesita fie teste moleculare, fie analiza aminelor
biogene, pterinelor si aminoacizilor in l.c.r., a aminoacizilor plasmatici, precum
si a pterinelor urinare. Terapia acestor deficiente se face cu L-Dopa (asociata cu
carbidopa), 5-hidroxitriptofan si/sau agonisti a dopaminei (45, 123).

De asemenea, o altd deficienta tratabila este cea legata de dopamin
beta-hidroxilaza (DBH). Sunt binecunoscute caracteristicile acestei enzime care
este dependentd de cupru si care transformd dopamina in norepinefrind in
neuronii noradrenergici. Deficitul de DBH se prezinta prin debut in perioada
infantild prin insuficientd noradrenergica cu hipotensiune ortostatica. Pacientii
cu acest defect (transmis autosomal recesiv) pot prezenta varsaturi episodice,
deshidratare, hipotermie, hipoglicemie. Existd adesea intolerantd la efort.
Dozdrile nivelurilor de norepinefrind si epinefrina din plasma arata valori
reduse sau absente ale acestor compusi, in timp ce nivelurile plasmatice de
dopamina sunt crescute de cca 5-6 ori. Analiza l.c.r. demonstreaza cresterea
acidului homovanilic (HVA), reducerea metabolitului 3-metoxi-4-hidroxi-
feniletilenglicol (3-MHPG). Dozarile de 5-HIAA si 3-O-metildopa arata valori
normale. Tratamentul se face cu L-threo-3,4-dihidroxifenilserina (droxidopa
sau L-DOPS) care este un aminoacid sintetic si precursor al norepinefrinei si
epinefrinei, si care poate traversa bariera hematoencefalicd si amelioreaza
hipotensiunea ortostatica, si celelalte simptome (44, 93).

II1.4. Defecte legate de transportul aminelor biogene

a) Mutatiile in gena transportorului de dopamina (SLC6A3 sau
DTDS) au fost descrise recent. Pacientii au prezentat la varsta de copil mic
anomalii de tipul miscarilor mixte (de tip hiperkinetic si hipokinetic —
parkinsonism), hipotonie axiala, semne piramidale, disfunctii vegetative si
anomalii oculomotorii. Dezvoltarea este intarziatd la nivel global. Tabloul clinic
nu include microcefalie, epilepsie, iar rezonantda magnetica structurala
(RMN-ul) este normala, sau identifica atrofie cerebrala minora sau modificari
nespecifice ale substantei albe. Testarea in l.c.r. a neurotransmitdtorilor a
demonstrat un raport crescut HVA:HIAA (ajungand pana la valori de 5-13,
valorile normale ale acestui raport fiind de cca 1.3-4). De asemenea, acidul
homovanilic urinar (HVA wur), respectiv prolactina sericd vor avea valori
crescute. Transmiterea este autosomal recesivd, iar in ultimii ani diagnosticul
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este disponibil si la nivel molecular. Tratamentul a fost incercat cu L-DOPA in
asociere cu carbidopa si agonisti ai dopaminei, dar rezultatele au fost limitate
(44, 45, 93).

b) Deficienta geneticd descrisa in gena transportorului (VMAT2
codificat de gena notata SLCI18A2) a fost descris in populatia saudita, si
afecteaza o proteina din membrana presinapticd care este implicata in
transportul monoaminele in veziculele sinaptice. Pacienti prezinta disfunctii
vegetative si anomalii oculomotorii, retard in dezvoltare si anomalii ale
somnului. Examindrile imagistice de tip RMN, respectiv analiza l.c.r. pentru
studiul neurotransmitatorilor au fost normale, ceea ce este foarte particular in
comparatie cu toate celelalte anomalii ale aminelor biogene. Diagnosticul
acestei boli autosomal recesive este confirmat prin elimindri urinare crescute
ale 5-HIAA si HVA, aldturi de scdderea norepinefrinei si dopaminei urinare.
Tratamentul cu agonisti ai dopaminei imbunatdteste simptomele motorii si,
intr-o masurd mai mica, retardul cognitiv (44, 7, 93).

Tabel VII. Caracteristicile comparative a mecanismelor deficitare a transmiterii

genetice cu Incadrarea OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man), precum si

abordarea generald terapeuticd a acestor defecte monogenice din metabolismul
biopterinei, aminelor biogene (13, 61, 123):

Tipul Deficienta | Codul | Modul Medicatia recomandata
defectului | geneticia | OMIM de
molecular | proteinei transm.

Defect de DNAJC1 606060 AR BHai: doze conform
valorilor Phe din sange;

. L-Dopa in combinatie cu
chaperona Carbidopa in raport 4:1.
5-HTP titrare conform
val. Phe plasmatice.

Defecte de SR 612716 AR L-Dopa in combinatie cu
Carbidopa in raport 4:1.

tip co- 2

sinteza/ ;
X 5-HTP titrare conform
reciclare .
val. Phe plasmatice.
BH:

GTP-CH | 233910 AD L-Dopa in combinatie cu

(forms Carbidopa in raport 4:1.
rma

AD)
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Tipul Deficienta | Codul | Modul Medicatia recomandata
defectului | geneticia | OMIM de
molecular | proteinei transm.
GTP-CH | 233910 AR L-Dopa in combinatie cu
(forma Carbidopa in raport 4:1.
5-HTP titrare conform

AR) .
val. Phe plasmatice.

PTPS 261640 AR L-Dopa in combinatie cu
Carbidopa in raport 4:1.
5-HTP titrare conform -
val. Phe plasmatice.

DHPR 261630 AR L-Dopa, 5-HTP, nivelul
Phe controlata doar prin
dieta restrictiva, aci
folinic.

PCD 264070 AR BHa: doze conform
valorilor Phe din sange;
testare pt. diabet.

Defecte TH 605407 AR L-Dopa in combinatie cu

primare de Carbidopa in raport 4:1.

sinteza a AADC 608643 AR Agonisti de dopamina

NT (pramipexole, ropinirole,
rotigotine,
bromocriptina),
Inhibitori de MAO
Cofactori: piridoxina,
piridoxal fosfat

Defecte ale SLC6A3 613135 AR Agonisti de dopamina

unor trans- (DTDS) (de tip pramipexol,

portori de ropinirole, rotigotine)

monoamine | SL.C18A2 | 352649 AR Pramipexole

(VMAT2)

Defecte de MAQ-A/ 309850 X- SSRI - efecte benefice la

catabolism MAO-B linkat | soareci, date indisponibile

al mono- incd pt. adm. La om

aminelor DBH 609312 AR Droxidopa — efecte bene-

fice pentru adm. la
adulti, fara date dispo-
nibile pt. adm. la copii.
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Legenda: 5-HTP: 5-hidroxitriptofan; AADC: decarboxilaza aminoacizilor L-

aromatci; AD: autosomal dominant; AR: autosomal recesiv; BHa: tetrahidrobiop-
terind; DBH: dopamin p-hidroxilaza;, DHPR: dihidropterin reductaza; DTDS:
sindromul deficientei transportotului dopaminei; GTP-CH: guanozin-5'-trifosfat

ciclohidrolaza; MAO-A/B: monoamin oxidaza A/B; PCD- pterin 4a-carbinolamin

dehidrataza; PTPS: 6-piruvoiltetrahidropterin sintetaza; SR: sepiapterin reductaza;

SSRI: inhibitori selectivi ai recaptarii serotoninei; TH: tirozin hidroxilaza; VMAT?2:

transportorul vezicular monoaminic 2.

Tabel VIII. Conditii de recoltare si pdstrare a probelor biologice utile
in diagnosticul defectelor din metabolismul monoaminelor (9, 47-49, 116, 123):

Conditii necesare

Metabolitul inainte . . Conditii de |Teste fals
) ] Proba biologica . . o
investigat de recoltarea pastrare pozitive

probelor biologice
Hartia de tip Gu-
Dieta libera (fara thrie, analiza in Congelare
Phe e N}
restrictii alimentare) plasma, ser (Ia -20°C)
(sau Lc.r.)
C lare (la |+
Diets libera (fara . | Comgelareda g L i
o Urind recoltata -20°C), probe :
. restrictii ahmentare); o . . . . |creste
Neopterina . spontan, fara | ferite de luming,
dozarea Neo dacd Phe . conc. ne-
A . | colectare pe 24h | oxidate cu MnO: .
este crescutd In plasma opterinei
la pH:1-2;
Dietd libera (fara re-
. Congelare
strictii alimentare);
. . i . < . (la -20°C),
Biopterina |dozarea Bio daca Phe Ser/ plasma .
< A < probe ferite de
este crescuta In plasma L
lumina
Dietd libera (fara re- Recoltare in tub
Biovterina strictii alimentare); Ler cu EDTA,
P dozarea Bio daca Phe e congelare (la
este crescutd In plasma -200C)
Colectare in
tuburi speciale (cu
1 ord Inainte de me-
DETAPAC, acid
BHs, BH:  |dicatie, se elimina Lcr. act

primul volum de 0,5 ml

dietilentriamin pen-
taacetic), congelare
(-80°C),
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Conditii necesare

Metabolitul inainte . . Conditii de |Teste fals
. . Proba biologica . .
investigat de recoltarea pastrare pozitive

probelor biologice
Tuburi cu EDTA,

1 ord Inainte de me-

HVA . lLcr. congelare rapida
dicatie >
i dupa rec.(-80°C),
Se solicita laboratorului
rcolare vl Tdbur cu EDTA,
5-HIAA © Vo lLer. congelare (la
necesar de l.c.r.
. -80°C),
conform gradientul
rostro-caudal
Se solicita laboratorului
5-MTHF i Ler. congelare (la
necesar de l.c.r.
. -80°C),
conform gradientul
rostro-caudal
Sange venos re- |Congelare la -20°C
DHPR CE)ltat pe hepari-
na (se vor separa
eritrocitele)
Spoturi de sange| Temperatura
de pe hartie de camerei
filtru Guthrie
Fibroblaste Temperatflra
camerei
Vilozitati corial
! C?Zl. ah corla'e Congelate la -80°C
(minim 50 mg)
Recoltarea probelor Eritrocite din
PTPS mam.te. de a se tuburi cu sange Congelate la -20°C
administra BH4 recoltat pe
heparina
Recoltarea probelor Vilozitati coriale
PTP ’ late la -80°
5 inainte de adm. BHa (minim 50 mg) Congelate la -80°C
GTP-CH  [Biopsie cutanata Fibroblaste Temperatflra
camerei
SR Biopsie cutanata Fibroblaste Temperat%u"a
camerei
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Phe: fenilalanind, DHPR: dihidropteridin reductaza, HVA: acid homovanilic,
5-HIAA: Acidul 5-hidroxiindolacetic, Bio: biopterina,

5-MTHEF: 5-metilentetrahidrofolat, PTPS: 6-piruvoil-tetrahidropterin sintetaza,
GTP-CH: Guanozintrifosfat ciclohidrolaza I, SR: sepiapterin reductaza.

Din punct de vedere practic, atat in specialitdtile clinice, dar si pentru
specilistii implicati in testarea de laborator, este utild reprezentarea
comparativa a rezultatelor de analizd in l.cr pentru metabolitii legati de
anomaliile monoaminelor si a sintezei tetrahidrobiopterinei. Acestea vor fi utile
si pentru Incadrarea de diagnostice diferentiale, respectiv de incadrare a unor
artefacte din cursul etapelor pre-analitice (9, 117).

Date biochimice comparative utile in diagnosticul diferential al unor defecte

genetice din metabolsimul monoaminelor si a metabolismului tetrahidro-

biopterinei (9, 93):

Defectul Niveluri identificate in L.c.r.
metabolic Neopterina Sepiapterina Biopterina 5-HTP HVA 5-HIAA 3-OMD MHPG
Deficienta DBH n
Deficienta TH 11 n n
Deficienta AADC Tt 11 1l Tt
Deficienta MAO-A ] | n
Deficienta transportorului dopaminei t n
Deficienta transportorului VMAT2 ( dopamind, serotonina) n n

Deficienta GTP-CH

(autosomal recesiva)

Deficienta 6-PTPS 11l

Deficienta DHPR n n-1

Deficienta PCD t-11

(numita si primapterin-urie)

Boala Segawa (distonia cu raspuns la Dopa) i i 1 l-n
Deficienta SR n Tt 1

Obs: sunt marcate cu n - valorile normale ale metabolitilor din l.c.r. pentru a servi in diag-

nosticului diferential.

IIL.5. Defecte in metabolismul acidului gama amino butiric (GABA)

Formarea acidului y-aminobutiric (GABA) din acid glutamic este de o
deosebitd importantd functionala demonstrand ca prin decarboxilarea
glutamatului (un neurotransmitdtor excitator) se ajunge la GABA (un mediator
cu efect de inhibare). Pe de altd parte, transaminarea poate duce la

transformarea acidului y-aminobutiric in acid glutamic (9, 119) .
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Acid glutamic Acid y-aminobutiric
(GABA)
COOH COOH

CHy NHy | [ COOH
| CH,y CH-NHy |

CH2 | | CH2

| + CHp —  , CH + I

CHy | GABA transaminaza | CHy
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COOH | | HC=0

COOH COOH
GABA  a-cetoglutarat glutamat semialdehida
succinica

Fig. 15. Schema unor procese biochimice care modifica neurotransmiterea
(dupd date din literatura - 1, 107)

A. Reactia de transformarea acidului glutamic (cu efect excitator) in acid y-amino-
butiric (care are efect inhibitor).

B. Prin transferul gruparii amino din GABA la acid a-cetoglutaric se formeaza acid
glutamic (efect excitator) si semialdehida succinicd, molecula care trecand prin
etape de succinat, fumarat, malat si oxaloacetat ajunge sa formeze compusul
a-cetoglutarat, iar acesta poate trece in glutamat.
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Fig. 16. Reprezentarea proiectiilor

neuronilor GABA-ergici [modif.

dupa Grubbs 2008 (39), preluata
din 116].

HIP: hipocamp,
SN: substanta neagra (locus

niger).

Anomaliile acestui NT produc disfunctii ale sistemului nervos central marcate
cel mai frecvent de encefalopatia epileptica.

Glutamina

HOOC-CH-CH,-CH,-COOH
NH,

Glutamat
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Intermediari din Ciclul acizilor
beta-oxidare tricarboxilici

Fig. 17. Reprezentarea cdilor metabolice implicate in catabolismul GABA (Acidul
v-aminobutiric). schemd modif. dupa Rodan, Pearl 2015 (93)
GAD: Decarboxilaza acidului glutamic,
PLP: piridoxal fosfat,
GABA-T: GABA transaminaza,
GHB: Acidul y-hidroxibutiric;
SSADH: Dehidrogenaza semialdehidei succinice.

54



Diagnosticul biochimic este posibil prin analiza aminoacizilor si a
acidului GABA in lcr. In plus, in urina pacientilor se pot gisi concentratii
crescute ale acidului 4-hidroxibutiric (ca marker al deficientei dehidrogenzei
semialdehidei succinice (SSADH). Din datele de literatura s-a concluzionat ca
majoritatea pacientilor cu acest defect prezinta retard al dezvoltdrii intelec-
tuale, afectarea limbajului, retard al dezvoltdrii motorii asociate cu hipotonie,
hiporeflexie, crize epileptice si ataxie nonprogresiva. In plus, s-au mai observat
la unii pacienti modificari psihice de tipul celor obsesiv-compulsive sau de
tipul tulburdrilor pervazive de dezvoltare. Terapia acestui defect se face prin
administrarea Vigabatrinului (un inhibitor ireversibil al GABA transaminazei)
(123).

II1.6. Defecte in metabolismul vitaminei B¢ (piridoxal fosfat)

Piridoxal fosfatul este cofactor al tuturor reactilor de transaminare, al
unor reactii de decarboxilare si dezaminare a unor aminoacizi; de asemenea,
vitamina Bs este necesara biosintezei unor NT cum sunt dopamina si GABA.
Deficienta intracelulara poate fi datorata unor cauze primare sau secundare de
biosinteza a acestui cofactor, si duce la encefalopatie epileptica inca din
perioada de nou-nascut (102, 123). “Desi epilepsia dependenti de piridoxind a fost
initial consideratd o anomalie legata de sinteza GABA, datorita rolului de
cofactor al piridoxal fosfatului pentru decarboxilaza acidului glutamic, datele

recente au sugerat ca ar fi implicate alte cai metabolice in aceastd boala “(116).

Investigatiile postmortem ale acestor pacienti (bazate pe cuantificarea
concentratiei GABA si glutamatului), precum si analizele de genotipare nu au
demonstrat existenta unei sinteze insuficinte a GABA sau o modificare
genetica rdspunzatoare de disfunctia decarboxilazei acidului glutamic. Din
punct de vedere clinic, epilepsia dependentd de piridoxind este suspectata la
nou-ndscutii cu crize epileptice refractare la tratamentul cu antiepileptice
uzuale (uneori cu posibil debut al epilepsiei chiar prenatal) si pentru care
inregistrdrile EEG aratd anumite modificdri nespecifice sau chiar un traseu de
tip ,,burst suppression”. Acesti pacienti raspund prompt la administrarea i.v. de
piridoxina (in doze de 50-100 mg) si sunt, prin urmare, dependenti de

administrarea piridoxinei pe tot parcursul vietii. Din punct de vedere clinic,
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acesti pacienti mai asociaza hipotermie, distonie neonatald, si simptome
caracteristice (reprezentate de iritabilitate, neliniste si vdrsdturi) care preced
crizele epileptice (123, 14).

“Studiile genetice efectuate in cazul unor probanzi ai cdror parinti erau
consangvini, au permis localizarea genei in regiunea cromosomiala 5q31, iar
investigatiile biochimice au depistat cresteri ale concentratiei acidului pipecolic
in plasma si l.cr-ul copiilor cu epilepsie dependenti de piridoxind. In plus,
investigatii ulterioare ale pacientilor cu aceastd anomalie au identificat mutatii
ale genei (notata ALDH7A1) implicatd in codificarea dehidrogenazei semialdehidei
a-aminoadipice (numita si antiquitina). Pe de altd parte, reducerea activitdtii anti-

quitinei este Insotita de cresterea concentratiei acidului pipecolic” (116) (37).

Lizina Piridoxina
PNPO
Acid pipecolic PSP
| —
L
Semialdehida —
a—aminoadipica = PeC

Ac.q— aminoadipic

Fig. 18. Reprezentarea cdilor metabolice implicate in epilepsia dependenta
de piridoxina (modif. dupd date din literatura, preluata din 116).

DHSAAA: dehidrogenaza semialdehidei a-aminoadipice (antiquitina);
P6C: delta piperidein-6-carboxilat;

PNPO: piridox(am)in oxidaza;

P5P: piridoxal-5 fosfat.

S-a aratat ca la nivel biochimic, deficienta antiquitinei produce acumularea
acidului pipecolic si P6C, iar acesta din urma , sechestreazia” P5P, forma biologic
activa a piridoxinei. Conversia piridoxinei in P5P este catalizata de PNPO
[piridox(am)in oxidaza] (15, 75, 76).
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Deficitul de antiquitina este cea mai comund forma de epilepsie
dependenta de piridoxina (vitamina B6). Cel mai frecvent, tabloul clinic este
evident In perioada neonatala prin convulsii mioclonice si tonice sau chiar
~status epilepticus”, dar s-a consemnat si posibilitatea de debut la virste mai
mari (chiar pana la 3 ani). Aproximativ o treime dintre nou-ndscutii afectati au
in istoricul medical cel pusin un episod de asfixie si, in unele cazuri
encefalopatie (caracterizata de iritatie, insomnie); de asemnea, s-au inregistrat
modificdri asociate de tipul hipoglicemiei, acidozei lactice sau chiar abdomen
acut. Modificdrile EEG pot fi nespecifice (traseu discontinuu si chiar descarcari
focale sau, mai rar, traseu de tip “burst suppression”). Convulsiile sunt de
obicei rezistente la anticonvulsivantele comune, cu exceptia unui posibil
raspuns (partial sau tranzitoriu) la fenobarbital. Examinarile imagistice nu sunt
specifice, Insa pot arata diminuarea corpului calos, chisturi in fosa posterioara
sau anomalii de structura ale substantei albe (102, 123).

Diagnosticul este confirmat prin secventierea genei ALDH7A1 prin
metoda Sanger. Au fost descrise peste 70 de mutatii diferite, fara a se identifica
o corelatie clara genotip - fenotip. Mutatia E427Q s-a inregistrat la cca 30% din
toate alelele mutante din Europa, a fost incadratd ca fiind severd, are ca rezultat
o deficienta enzimatica completa. Deletiile in gena ALDH7A1 pot fi detectate
numai prin tehnici de MLPA (Multiplex ligation-dependent probe amplification)
(102).

Tratament si prognostic: In cele mai multe cazuri administrarea de
piridoxing, 100 mg iv. sau p.o., duce la incetarea promptd a convulsiilor. In
aproximativ 14% din cazuri raspunsul la piridoxina a fost neclar, si de aceea s-a
indicat administrarea de 30 mg/kg corp in 2 panad la 3 doze, timp de trei zile
consecutive pentru a identifica si pacientii cu raspuns pozitiv, dar intarziat.
Deoarece prima administrare de piridoxinad poate duce la apnee severd, aceasta
administrare trebuie facuta in conditii de terapie intensiva, cu posibilitatea de
resuscitare. Aproximativ 90% dintre pacienti au prezentat stoparea completa a
convulsiilor prin monoterapia cu piridoxind. Pentru a preveni efectele
secundare ale piridoxinei, cum ar fi neuropatia periferica, dozele nu trebuie sa
depaseascd 300 mg/zi. In ciuda controlului complet al crizelor, doar 25% dintre
acesti pacienti prezintd o dezvoltare normala. Acest lucru se poate datora unei
posibile acumuldri de metaboliti toxici din calea metabolica a lizinei, care nu se
normalizeazd la tratamentul cu piridoxina. Prin urmare, sunt Incercate si
terapii cu restrictia lizinei, dar suplimentarea cu arginind. Tratamentul prenatal
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cu 100 mg de piridoxind incd de la 3 luni de sarcind poate avea rezultate bune,
si necesitd testarea rapidd dupa nastere, deoarece un copil provenit dintr-o
sarcind cu rosc, dar care s-a aratat ca nu avea defectul genetic, a avut semne
pro-convulsive dupa administrarea de piridoxina in doze mari. La unii pacienti
cu deficit de antiquitind s-a observat un beneficiu suplimentar prin
administrarea de acid folinic, in special in perioada neonatald sau copildrie (in
doze de 3-5 mg/kg/zi) ca asociere la piridixind. De aceea, fara a cunoaste pe
deplin mecanismul efectului benefic al acidului folinic, se recomanda pentru
acesti paciensi asocierea acidului folinic in doze mentionate (102, 123).

I11.7. Defecte in metabolismul creatinei

Creatina este principalul compus implicat in metabolismul energetic
din citosolul anumitor celule. Sinteza creatinei presupune doud procese
succesive: primul, de sintezd din arginind si glicind a ornitinei si
guanidinoacetatului (prin activitatea enzimei arginin-glicin amidino
transferaza — AGAT); apoi, enzima guanidinoacetat metil transferaza (GAMT)
catalizeaza sinteza guanidinoacetatului la care o grupare metil (-CHs) este
addugatd prin intermediul S-adenozilmetioninei prin participarea GAMT,
generandu-se astfel creatina (41, 61, 110).

?:g;?;g?- — Arginina _+ Glicini

T Ciclul ureeil AGAT S-adenozilmetionini  S-adenozilhomocisteina

GAMT
Citrulind <— Ornitina

Guanidino-acetat

ATE ADE Creatina
endogena
CRTR o
\v/ preluare la nivel cerebral, Creatina

respectiv muscular -
—> CREATINA «——————— | ¢Xogena

Creatin-fosfat (aport nutritional)

N/

Excretia urinara de creatinina

Fig. 19. Sinteza creatinei (schema conceputa dupa date din literatura - 58)
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Transportorul creatinei este notat CRT, sau SLC6AS si asigurd intrarea
creatinei in celule la nivel cerebral, muscular. Produsul final de metabolizare
este creatinina care se elimina prin urina (58, 123).

Calea sintezel clasice a creatinel Transferul gruparii fosfat cu ajutorul creatin kinazei

ATP ADP

Nivel renal Nivel hepatic Diverse tipuri de celule

Fig. 20. Calea sintezei endogene a creatinei cu localizarile proceselor
biochimice, schemd modif. dupa Kazak si Cohen, 2020 (58), CK: Creatin
Kinaza, SAH: Sulf-adenozilhomocisteina; SAM: Sulf-adenozilmetionina.

In rinichi, glicin-amidino transferaza (GATM) catalizeaza sinteza
guanidinoacetatului, iar acesta este exportat in circulatie si preluat de
hepatocite; la acest nivel, guanidinoacetat-N-metiltransferaza (GAMT) il
transformd in creatind, care eliberatd din hepatocite in circulatie, si este
preluata de celule care exprima transportorul de creatind (CRT). Creatina poate
fi fosforilata la fosfocreatina prin participarea creatin kinazei (CK), cu consum
de ATP. In perioadele de cerere mare de energie (consum ridicat de ATP),
fosfocreatina poate fi utilizata in sens invers de creatin kinazd pentru a reface
stocul de ATP (58, 110). Desi multi ani s-a considerat cd originea creatinei cere-
brale este periferica, in ultimii ani s-a aratat ca la nivel cerebral se realizeaza
sinteza creatinei (prin participarea celor doua enzime AGAT si GAMT care
sunt exprimate si la nivel cerebral); de asemenea, s-a identificat in creier si
transportorul creatinei (SLC6AS8) la nivelul capilarelor endoteliale din structura
barierei hemato-encefalice (BHE), fiind absent in astrocite, si s-a concluzionat
ca BHE are o permeabilitate limitatd pentru creatina provenita din structurile
periferice. Deficientele in biosinteza sau transportul creatinei se manifesta prin
anomalii neurometabolice care evolueaza cu disfunctii neurologice progresive,
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cauzand retard mental, anomalii in dezvoltarea limbajului si epilepsie prin
deficienta cerebrala a acestui substrat energetic (41, 58).
Diagnosticul acestor anomalii este stabilit prin analiza urinara si serica
a creatinei si guanidinoacetului; terapia acestor pacienti se face prin adminis-
trarea creatinei.
Tabel IX. Caracteristici biochimice importante in diagnostic (6, 9, 58, 110)

Creatina in SNC Raportul Creatinina | Raportul
(evaluare prin guanidino acetat (urina 24h) ur.
spectroscopie (urind/plasma/l.c.r.) creatina/
RMN) creatinina
AGAT I 1l (1) -
CRT L normal ) 1
GAMT 1l 1l ! .

II1.8. Deficienta sulfit oxidazei

1) Deficienta sulfit oxidazei este cauza formelor severe de encefalopatie epileptica
si poate fi diagnosticatd prin analiza urinara pentru prezenta de compusi sulfit.
Asa cum se observa in figura alaturatd, homocisteina poate fi condensata cu
serina formand cistationina prin intermediul unei reactii catalizate de
cistationin B-sintaza (CBS), enzimd dependentd de piridoxal fosfat, apartinand
familiei liazelor si notata cu cifra 4 (9, 116):

Transmetilare Transsulfurare AdoMet'
licina serina ioni . . oy v
? Metionina. (7Y MAT) Sulf-adenozilmetionina (notata
4 folat Qeﬂlglicina Adegt §1 SAM),
SHW Acceptor
#:?'IT:‘ i @ccepfor
® metilat AdOHCy: Sulf'
et B ol (@/Ad"”CY adenozilhomocisteina (notata
Homocisteina SARH) . SAH .
kﬁerinn §1 )/
Cistationina
alfa- cetobutirat Ha folat: tetrahidrofolat;
Cisteina
;"- piruvat + NHy
@3 Metilen Has folat:
8043 5-10 metilentetrahidrofolat;
Fig. 21. Schema proceselor implicate
in producerea, transsulfurarea si transmetilarea |Metil Hs folat:
homocisteinei (Hcy); schema modif. dupa date din[5-metiltetrahidrofolat.
literaturd, preluata din 116.
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Reactii catalizate enzimatic:

1: Metionin Sulf-adenoziltransferaza (MAT);

2: Diverse metiltransferaze;

3: Sulf-adenozilhomocistein hidrolaza (SAHH);

4: Cistationin [3-sintaza (CBS),

5, 6: y-cistationazd, L-cistationin cistein liaza — dezaminants;

7: Betain: homocistein- metiltransferaza (BHMT);

8: Serin hidroximetiltransferaza (SHMT);

9: Metilentetrahidrofolat reductaza (MTHFR);

10: Metionin sintetaza (MS), enziméa numita si N5-metiltetrahidrofolat: homocistein
metiltransferaza;

11: Sulfit oxidaza (SO).

Asa cum se vede in reprezentarea figurii 21, “cistationina este apoi
scindatd in a-cetobutirat si cisteind prin interventia enzimei y-cistationazi (o
alta enzima care necesitd piridoxal fosfat). Cisteina formata este apoi
catabolizatd [via cistein sulfinat (un precursor al aminoacidului taurina,
component al acizilor biliari] la sulfit (SHz). Ultima etapa (reactia 11)
corespunde oxidarii sulfitului la sulfat (SO, care va fi excretat prin urind)
reactie catalizatda de enzima sulfit oxidaza (notatdi SO), o metaloenzima
mitocondriald care are un cofactor de tip molibdopterin (include molibdenul)”
(116). Trebuie tinut cont de faptul cd analiza aminoacizilor nu este intotdeauna
utild pentru diagnosticul deficientei de sulfit oxidaza; atunci cand anomalia
este datd de deficienta cofactorului molibden, exista si o deficientd a
xantinoxidazei, anomalie detectatd prin analiza purinelor urinare. Pana in
prezent nu exista o terapie specificd a acestei anomalii (9, 123).

III.9. Deficienta congenitala (genetica) a proteinei de tip transportor al
glucozei (GLUT1) de la nivelul barierei hematoencefalice

D-Glucoza si alte monozaharide sunt substante hidrofile care nu pot
traversa cu usurinta bistratul lipidic al membranei celulare. Se stie cd aceste glucide
sunt cele mai importante pentru furnizarea energiei in majoritatea tipurilor de
celule, si existd mecanisme specifice de transport: proteine incorporate in
membrana celulara functionand ca pori hidrofili care permit captarea si eliberarea
glucozei, transportul celular si detectarea (generarea unui potential membranar
fara transport) a acestor glucide (1, 44, 108).
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Fig. 22. Reprezentarea ciclului Cori (schema modif. dupad 1, 108)
Glucoza, produsd in ficat prin gluconeogenezd; ea este metabolizata prin glicoliza
in muschi, hematii (eritrocite) si multe alte celule, in lactat; lactatul revine In ficat
si este reconvertit In glucoza prin gluconeogeneza

Proteinele transmembranare care asigurda transportul moleculelor de
glucoza pot fi impartite in doua categorii (102):

a) transportori de glucoza cuplata cu gradiente ionice - care asigura
transportul glucozei prin transport activ cuplat cu un gradient de sodiu; sunt deci
sisteme simport, si sunt codificati de membri ai familiei genelor solute carrier 5 -
SLC5, formand un cuplu pentru transportul glucozei in sensul gradientului
electrochimic dat de sodiu si, prin urmare, poate transporta glucoza chiar
impotriva gradientului sau de concentratie;

b) transportorii care asigurd transportul facilitat (GLUTs, sisteme
uniportor) care nu necesita energie — deci este vorba de transport pasiv, prin
proteine codificate de gene din familia solute carrier 2- SLC2, si care pot transporta
monozaharide numai In sensul gradientului electrochimic.
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Fig. 23. Principalele cai de transport ale glucozei. Transportul prin membranele
celulare este reprezentat de sageti si de transportori specifici prin simboluri:
rotund pentru transportorii dependenti de sodiu, ,,activi” (SGLT, codificate de
membri ai familiei genelor SLC5) si prin simboluri cu unghiuri pentru transportul
pasiv, de tip facilitat (GLUT, codificate de membri ai familiei genelor SLC2);
Glu: glucozd; l.c.r: lichid cefalorahidian; DHAA: acid dehidro-ascorbic
(schema modificata dupa 96, 102).

Molecula transportatd dintr-o parte a membranei spre cealalta trebuie sa se
lege de transportorul proteic si realizeaza difuziunea pasiva, facilitand deplasarea
moleculei dintr-o regiune cu concentratie mare spre una cu concentratie scazuta
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Fig. 24. Modelul transportului pasiv de tip (difuziune) facilitata
(de ex. pentru transportorii SLC2), modif. dupa 108;
Termenul , pasiv” se referd la absenta necesitatii consumului energetic
pentru transport.

k'fm ax E

_ Vinax[S]
= K+ 8]

e,
i

Viteza de reactie (Vi)

Concentratia substratului [S]

Fig. 25. Caracteristici de cinetica pentru transportorii care asigura difuziunea
facilitatd, graficul ecuatiei Michaelis-Menten (1, 108);
Vmax (linia orizontala continua) este viteza initiald extrapolatd la infinit. Km
(linia albastra punctatd) este concentratia substratului (S) la care viteza de transport
(sau de reactie) este jumatate din viteza maxima.

Se cunosc 4 defecte monogenice care afecteaza o parte din transportorii
monozaharidelor. Tabloul clinic al acestor deficiente depinde atat de expri-
marea specificd a fiecarui transportor in diferite tesuturi, precum si de
specificitatea substratului caracteristica fiecarei proteine transportor. Defectele
genetice care afecteaza transportorul GLUT2 (un important transportor al
glucozei si galactozei in ficat, rinichi si celulele B-insulare pancreatice) se
manifesta prin sindromul Fanconi-Bickel, pacientii avand o afectare hepatica
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(cu alterarea depozitarii glicogenului) si o disfunctie generalizatd tubulara
renala care include glicozurie severa (9, 116).

“Sistemul nervos central este sever afectat in deficienta genetica a trans-
portorului GLUT1 care asigura in mod normal trecerea glucozei la nivelul
barierei hematoencefalice spre neuroni si celulele gliale; deficienta acestui
transportor (numitd si boala De Vivo) se manifestd clinic prin encefalopatie
epileptica si microcefalie. Tabloul clinic al bolii este caracterizat prin debutul la
sugar al encefalopatiei epileptice (epilepsia apare in cursul primului an de
viata, pe mdsura ce cresc necesitdtile energetice ale creierului); se asociaza apoi
microcefalia si retardului psihomotor. In plus, la acesti copii s-a descris si
ataxia asociata spasticitatii (89% dintre pacientii diagnosticati cu aceasta de-
ficienta), distonia membrelor (86%), si altele, sugerand-se afectarea secundara a
unor NT. Diagnosticul de laborator permitea diagnosticul prin stabilirea
glicorahiei (care are valori scazute) si a raportului glucoza in l.c.r./glucoza in
sange. Valorile normale ale acestui raport sunt de 0,65+0,1, iar In aceasta boala
genetici raportul mentionat are valori <0,3. in plus, dozarea lactatului in Lc.r.
poate avea valori normale sau scazute” (116). Cu toate acestea, s-au raportat
rezultate greu de Incadrat, si de aceea, genetica moleculara sau indentificarea
unui transport deficitar (prin alte metode- neinvazive) de analizd in membrana
eritrocitelor a ameliorat posibilitatea de diagnostic de laborator (123).

“Tratamentul si prognosticul acestei boli se bazeaza pe faptul cd, in
conditii fiziologice, ca rdspuns la o perioada de post alimentar se formeaza la
nivel hepatic corpi cetonici care pot penetra bariera hematoencefalica si astfel
constituie un combustibil alternativ pentru creier. Aceasta situatie poate fi re-
produsa in cazul unei alimentatii bazate pe un raport crescut lipide:glucide (in
favoarea lipidelor) — alimentatie numita dietd cetogend (DC) “ (116). Aceastd
dietd presupune cad aportul zilnic al compusilor nutritive trebuie sa respecte
raportul lipide:(glucide+prot) intr-o proportie de 4:1 sau 3:1 (123). Acest tip de
dieta a fost “prescrisa initial copiilor cu epilepsie rezistenta la tratament; in
acest fel s-a asigurat la nivel cerebral un aport energetic important pentru
metabolismul creierului, iar clinic s-a obtinut un control bun al crizelor
epileptice, in absenta administrarii unor preparate medicamentoase” (116).
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Fig. 26. Sinteza corpilor cetonici
(acetoacetatul, acetona, D-beta- hidroxibutiratul)

Acizii grasi sunt transformati in acetil-CoA prin 3-oxidare. Acetil-CoA poate apoi
sd intre In ciclul acizilor tricarboxilici (CAT) pentru a genera ATP, sau 2 molecule
de acetil-CoA sunt condensate in acetoacetil-CoA. Acetoacetil-CoA este apoi
utilizat pentru a produce acetoacetat care poate fi utilizat pentru a produce fie
acetona, fie D-f3-hidroxibutirat; schema modificata dupa Steiner 2020 (9).

In mod similar, s-a indicat administrarea unei diete cetogene si pacien-
tilor cu deficienta GLUT1 in cursul copildriei si chiar a adolescentei — cand
cererile de glucoza scad spre nivelul observat la adulti. Prognosticul bolii este
bun atunci cind terapia este initiatd timpuriu. In plus, trebuie evitata
administrarea inhibitorilor GLUT1 cum sunt (102. 116):

- unele anticonvulsivante (fenobarbitalul, cloralhidratul, diazepamul),

- metilxantinele (teofilina, cofeina),

- alcoolul, ceaiul verde.

“Daca dieta cetogena (DC) nu este bine toleratd, sau crizele epileptice nu
sunt controlate suficient de bine, se pot asocia medicamente antiepileptice
(carbamazepina sau fenitoina) care nu interferd cu transportorul GLUTI. in plus,
sunt recomandate asocierile cu antioxidanti precum acidul a-lipoic (administrat
in doze de 600-1800 mg/zi divizate in trei doze) “ (116).

Din punct de vedere metabolic, o reprezentare legatd de aportul lipidic si
comparatia absorbtiei acizilor grasi cu lant mediu- AGLM (MCFA- medium
chain fatty acids) si a acizilor grasi cu lant lung AGLL (LCFA- long chain fatty
acids). Moleculele de AGLM sunt rapid absorbite din intestin si ajung direct in
ficat prin vena porta. AGLL sunt molecule mai intai integrate in chilomicroni si
apoi sunt absorbite din circulatia periferica in principal prin sistemul limfatic
inainte de a ajunge la organele tintd, inclusiv in ficat. La acest nivel (AGLM si
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AGLL) sunt transformati in corpi cetonici (CC) care sunt apoi eliberati in
circulatia perifericd inainte de a ajunge la creier prin bariera hematoencefalica
(BHE). Corpii cetonici (CC) sunt apoi convertiti in acetil-CoA, moleculd care
este metabolizatd pentru a produce fie colesterol in reticulul endoplasmatic
neted, fie energie sub forma de ATP prin ciclul acizilor tricarboxilici (CAT) din
matricea mitocondriala (108, 109).
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LM — Circulatie
Intestin INDIRECT
periferica Mitocondrii cerebrale

Fig. 27. Reprezentarea aportului lipidic si comparatia absorbtiei diferite a acizilor
grasi cu lant mediu - AGLM (MCFA- medium chain fatty acids) si a acizilor grasi
cu lant lung AGLL ca substrat pentru obtinerea corpilor cetonici —CC;
schema modificata dupa Steiner 2020 (109).

Contraindicatii legate de patologia coexistenta in cazul introducerii dietei
cetogene (9, 123):

- defectele genetice afectand oxidarea acizilor grasi

- def ale complexelor mitoc (exceptie complexul I)

- boli hepatice grave

- deficienta piruvat carboxilazei (PC)

- noncomplianta pacientului.

Dupa introducerea acestei diete, s-a consemnat (102, 123) aparitia unor efecte
secundare care, in functie de momentul aparitiei lor, au fost atribuite efectelor
secundare pe termen:
a) scurt: greatd, varsaturi, hipoglicemie, acidoza, somnolenta,
deshidratare, refuzul alimentatiei;
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b) lung: constipatie, litiaza renald, demineralizari osoase, profil lipidic
anormal, tulburari de crestere.

Cateva concluzii legate de defectele primare din metabolismul
neurotransmitatorilor (4, 44, 38, 102, 114, 123):

1. Defectele congenitale din metabolismul neurotransmitatorilor sunt
recunoscute ca fiind cauzele importante ale encefalopatiilor severe, progresive,
mai ales cu debut precoce.

2. Tabloul clinic al pacientilor cu aceste defecte poate fi marcat uneori de
elemente tipice; de exemplu, pacientii cu defecte de tip hiperglicinemie
noncetotica (NKH), defecte legate de transportul glutamatului, sau deficienta
GABA-transaminazei. In aceste cazuri, simptomatologia impurie este marcata
de obicei prin encefalopatie severd dominatda de convulsii refractare la trata-
mentul medicamentos. De asemenea, defectele din metabolismul piridoxinei
au un tablou clinci similar. S-au introdus unele terapii bazate pe cunostintele
legate de mecanisme moleculare, unele cu efecte minime, satisfdcatoare, dar
altele cu rezultate foarte bune.

3. Defectele din biosinteza dopaminei duc, in general, la tulburari de miscare,
semne extrapiramidale progresive de tip parkinsonism, distonie si coree. Cu
toate acestea, evolutia bolii este heterogend, variind de la distonie focala
intermitentd, la encefalopatii infantile severe, letale.

4. Diagnosticul biochimic al defectelor din metabolismul neurotransmitatorilor
necesita investigatii biochimice specificce ale l.c.r.-ului.

5. In cazul unor deficiente monogenice, tabloul clinic poate prezenta semne
mai putin specifice (cum sunt retardul de dezvoltare, incluzind si dezvoltarea
intarziata a limbajul, hipotonie), iar diagnosticul de certitudine se poate obtine
fie prin teste de genetica moleculara, fie prin studiul biochimic al unor fluide
biologice (urina, sange si l.c.r). De exemplu, in cazul deficientei dehidrogenazei
semialdehidei succinice (SSADH) se vor identifica valori crescute ale acidului
4-hidroxibutiric in toate cele 3 tipuri de fluide biologice.
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IV. DEFECTE GENETICE CU AFECTAREA SECUNDARA
A METABOLISMULUI CEREBRAL

IV.1. Anomalii din metabolismul unor aminoacizi,
fenilcetonuria — un exemplu
Aminoacidopatiile tipice sunt cauzate de defecte ale catabolismului
citosolic al aminoacizilor; din totalul defectelor care afecteaza metabolismul
aminoacizilor, deficientele catabolice sunt evident mai numeroase decat deficien-
tele anabolice (9, 123).
Cea mai frecventd aminoacidopatie este o anomalie legata de
metabolismul fenilalaninei (phe) numita fenilcetonurie (PKU) si determinata
de deficienta hidroxilazei fenilalaninei la tirozina (1, 116):

Cofactorul
tetrahidrobiopterina (BHy) OH
+ O’?
CHz Enzima fenilalanin-4-hidroxilaza (lez

CH
i PAH s
NHz o0 NfAs £O0
L-Fenilalanina L-Tirozina

Fig. 28. Schema simplificatd a hidroxilarii L- fenilalninei
(dupa date din literatura)

“Asa cum Folling a denumit in 1934 aceasta afectiune ,,imbecilitate fenilpi-
ruvicd”, s-a aratat ca pacientii netratati suferd de o afectare neuropsihica pro-
gresiva, ireversibild (cu atat mai severd, cu cat mutatiile genei PAH determina
0 activitate enzimatica mai redusa, si deci un nivel mai crescut al fenilalaninei
plasmatice). Catabolismul complet al fenilalaninei la dioxid de carbon si apa se
face in mod normal printr-o prima etapa de hidroxilarea ireversibla a fenilala-
ninei la tirozind (reactie care are loc in principal in hepatocite, dar si in rinichi
sau pancreas) si se face in prezenta oxigenului, a fenilalaninhidroxilazei (PAH)

si a cofactorului acestei enzime numit tetrahidrobiopterina (BHas)” (116).
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Fig. 29. Schema simplificatd a metabolismului fenilalaninei, implicand deficientele
mai frecvent identificate; s-a adaugat si deficienta mai recent descrisa - DNAJC12-
gena care codificd o proteina cu rol de co-chaperona; mutatii in aceastd gena au fost
descrise recent la pacientii cu hiperfenilalaninemie (schema modificata dupa 9, 13)

Incidenta in globald a hiperfenilalaninemiei este de cca 1 caz la 10 000 de
nou-ndscuti vii in populatia Caucaziana sau orientald; in tara noastrd, ca
urmare a unor evaluari in urma screening-ului neonatal este consideratd tot cu
aceasta valoare (comunicare D. Anton-Paduraru, 2017). Exista variatii
geografice si etnice in incidenta fenilcetonuriei clasice (de la 5 la 350 de cazuri/
1 milion de nasteri, in functie de regiune si populatie). O incidenta crescuta s-a
apreciat in Turcia (1 caz la 2600 nasteri), in anumite regiuni din nordul si estul
Europei, la populatia evreiasca yemenitd, in Italia, Estonia (1 caz la 8090
nasteri); in schimb, o incidenta mai scazutd s-a inregistrat in Finlanda (1 caz la
100 000 nasteri). Aprecierea incidentei fenilcetonuriei clasice in S.U.A. a aratat

un raport de aproximativ 1 caz la 15 000 nasteri (123, 116).

Cercetdrile recente au aratat ca exista o serie de factori implicati in
fenotipul PKU, cum sunt: toleranta la Phe, mentinerea Phe plasmatice intr-un
interval constant (fard variatii mari), rata de transport a aminoacizilor
aromatici din plasma la nivelul epiteliului BHE prin utilizarea transportorului

aminoacizilor voluminosi neutri (LNAA), interventia altor gene care intervin in
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metabolismul Phe (gene modificatoare) (9, 123). S-a ardtat ca, In baza
cunostintelor de genetica moleculara, ”genotipul corespunzdtor enzimei PAH
nu este un predictor riguros pentru evolutia clinica a pacientilor cu
fenilcetonurie; in acest sens, s-au identificat mai multi factori care influenteaza
variatia fenotipicd in aceastd boald, cum sunt: variatiile interindividuale ale
absorbtiei intestinale, preluarea la nivel hepatic a fenilalaninei din dietd, rata
de incorporare a acesteia in proteine, rata de traversare a fenilalaninei a
structurilor din bariera hematoencefalica (BHE), mutatiile care afecteaza
tetrahidrobiopetrina (care actioneazd ca un cofactor, protejand de asemenea
enzima PAH de degradarea proteoliticd), precum si interactiunile genei PAH
cu alti loci 7 (116).

Functia hidroxilarii Phe este sub controlul mai multor loci care codificd
fie sinteza enzimei fenilalaninhidroxilaza (PAH), fie enzimele necesare sintezei
si reciclarii cofactorului tetrahidrobiopterina (BH4). Deficienta sintezei sau
reciclarii cofactorului terahidrobiopterina (BH4) este urmata de anomalii in
metabolismul hidroxildrii fenilalaninei, dar implica si deficienta altor doua
hidroxilaze (pentru tirozina si triptofan), afectand sinteza precursorilor (L-
dopa si respectiv 5-hidroxitriptofan) neurotransmitatorilor dopamina si
serotonina (49, 51, 123).

“In urma unor observatii importante privind patogeneza disfunctiei
mentale in PKU, un rol central a fost atribuit transportului aminoacizilor neutri
voluminosi [notatati in lb. engl. LNAA (large neutral amino acids)] la nivelul
barierei hematoencefalice (BHE). Este binecunoscut faptul cd fenilalanina
traverseazd BHE prin intermediul unui transportor comun (notat LAT1 sau
SLC7AD5) in competitie cu alti 8 aminoacizi (valina, leucina, izoleucina, tirozina,
triptofanul, treonina, metionina si histidina). Afinitatea pentru Phe a
transportorului mentionat este mare, determinand o ratd mare a transportului
acestui aminoacid spre creier, chiar daca valorile plasmatice ale Phe sunt doar
usor crescute. Atunci cand nivelul Phe plasmatice este crescut, transportul Phe
prin BHE este realizat in mod preferential, rezultand o scadere a concentratiei

celorlalti aminoacizi de tip LNAA in Lc.r.” (116).
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Fig. 30. Reprezentarea simplificata a metabolismului BHs, implicarea sa
in hidroxilarea aminoacizilor aromatici si marcarea neurotransmitatorilor formati
din aminoacizii hidroxilati, TH: tirozin hidroxilaza, TrpH: triptofan hidroxilaza
(schema modif. dupa date din literatura, 116)

Sunt marcati prin Incadraremarkerii biochimici care se dozeaza in laboratoarele specializate
pentru diagnosticul BGM 1n vederea identificarii defectului biochimic (tipului de enzima)
care afecteaza metabolismul normal al BH: (schemd modif. dupa Blau N., 2006).

GTP-CH: Guanozintrifosfat ciclohidrolazal |PCD: Pterin-4a-carbinolamin-dehidra-
NH:TP: Dihidroneopterin trifosfat taza

PTPS: 6- piruvoil-tetrahidropterin sintetaza  |q-BH2: quinoid dihidrobiopterina

SR: Sepiapterin reductaza PAH: Fenilalanin hidroxilaza

BHa: Tetrahidrobiopterina TH: Tirozin hidroxilaza,

OH-BHas: 4a-hidroxi-tetrahidrobiopterina TrpH: Triptofan hidroxilaza

DHPR: Dihidropteridin reductaza 5-OH-Trp: 5-Hidroxi triptofan

Cele mai importante repere istorice legate de fenilcetonurie

Fenilcetonuria (PKU) a fost descoperitd de medicul norvegian Asbjorn
Folling; acest medic “a denumit In 1934 aceasta anomalie ,oligofrenia
fenilpiruvicd”, redenumitd de cdtre Penrose si Quastel dupa cativa ani (1937)
fenilcetonurie” sugerand prezenta produsilor metabolici secundari care se
formeaza in aceastd boala si care se elimind in urina (,-urie”). Descoperirea
PKU s-a dovedit a fi un eveniment important pentru Garrod (asa cum prezinta
Alexander Bearn in biografia intitulata Archibald Garrod and the Individuality of
Man 1993) care a fost atentionat atat de Penrose, cat si de Felling despre boala
nou descoperita. A fost un eveniment important pentru ca fenilcetonuria a
oferit cateva evidente ale ,individualititii chimice umane” si pentru ,existenta
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cdilor metabolice”, concepte pe care Garrod le-a formulat mai devreme (1902) si
pe care le-a dezvoltat mai tarziu (1908) in cadrul prestigioaselor prelegeri
,Croonian lectures” tinute la invitatia Societatii Regale a Medicilor din Londra”
(116). Lionel Penrose (1898-1972) a contribuit la intelegerea fenilcetonuriei;
interesul sdu deosebit pentru cauzele retardului mental, concretizat in cartea
»The Biology of Mental Defect” (Londra, 1949), l-a condus la presupunerea ca
afectarea mentald a pacientilor fenilcetonurici netratati are o cauza biochimica
endogena. Pentru ca L-phe este un aminoacid esential in nutritia si
metabolismul uman, Penrose a fost primul care a considerat ca modificarea
alimentatiei ar putea neutraliza efectul devastator al ,conditiei mutante” din
fenilcetonurie. Locul defectului molecular din aceasta boala a fost descoperit
de Jervis in 1953 care a observat ca preparatele hepatice provenite de la paci-
enti cu fenilcetonurie nu pot realiza in sisteme in vitro hidroxilarea fenilalaninei
la tirozina. Au urmat observatiile lui Bickel si colab. (1954) care au aratat ca o
dieta cu o concentratie scdzuta in phe poate preveni hiperfenilalaninemia din
fenilcetonurie cu beneficii asupra functiilor cognitive. Aceasta recunoastere a
constituit un ,,model nou” in abordarea medicald privind bolile genetice in
general. In anii 1980, progresele genetice au permis localizarea genei PAH pe
cromosomul 12 si catalogarea sa in baza de date GenBank. David Konecki si co-
lab. au obtinut mai tarziu secventa completd a acestei, iar in anii 1990 s-a
constituit un Consortiu de analizid a mutatiilor genei PAH unde au fost inregistrate
pana in 2021 peste 1200 de tipuri de mutatii. Enzima PAH a fost de asemenea
cristalizata in anii 1990, iar structura sa (descrisa la o rezolutie de 2 1&) permite
explicarea efectelor unor mutatii ale genei PAH (102, 116).

Studii ulterioare “au ardtat ca anumite variante mutante ale alelelor PAH
care determina plierea deficitara a proteinelor PAH rdaspund la administrarea
dozelor farmacologice de BHs, acesta indeplinind un efect terapeutic de tip
,Chaperone-like”. Studiul lui Zurflith MR, 2008, referitor la tipurile de mutatii ale
genei PAH asociate formelor de fenilcetonurie cu rdspuns pozitiv la administrarea
tetrahidrobiopterinei (RPAT), a aratat ca aproximativ 50% din totalul pacientilor
cu deficienta PAH (cauzate de mutatii mai putin severe) prezintd o ameliorare
fenotipica dupd administrarea cofactorului BHs. De asemenea, studiul arata c4,
desi nu exista o corelatie absoluta intre genotipul si fenotipul acestor pacienti,
analiza moleculara aduce informatii utile privind selectarea pacientilor a carui
terapie cu BHs amelioreaza considerabil fenotipul bolii” (116); cu toate acestea,
studiile clinice pentru pacientii cu PKU pentru care s-a identificat genotipul si
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s-a incadrat din punct de vedere al activitatii enzimatice restante ca fiind de tip
onull mutation” (fiind asociate formelor severe de boald) nu s-au inregistrat
ameliorari fenotipice dupa administrarea cofactorului BHa (11, 116).

Astazi, ca urmare a cunostintelor clinice si de laborator, hiper-
fenilalaninemia este asociatd modificdrilor genetice de tip mendelian si este
consideratd o afectiune ,multifactoriali”, fiind rezultatul mai multor cauze: atat
a genotipului mutant, cat si a aportului fenilalaninei prin dieta. Astfel, s-a
aratat ca existd atat o heterogenitate de locus (numita si heterogenitate genetica) -
caracterizatd prin realizarea unor fenotipuri identice sau asemdndtoare prin
anomalii genetice diferite (defecte ale genelor care codifica PAH, ale genelor
care codificd enzimele implicate in sinteza/reciclarea cofactorului BHs sau, mai
recent identificate — mutatiile genei DNAJCI12 — care actioneaza ca o co-
chaperona in reactia de hidroxilare a fenilalaninei). Heterogenitatea alelici a genei
PAH este corelata cu faptul ca pand in prezent sunt descrise peste 1200 de
tipuri de mutatii ale genei PAH care produc fenotipuri diverse (mutatiile
usoare- notate ‘mild’ vor fi asociate unor cre;teri moderate sau mici ale
nivelurilor de fenilalnind plasmaticd, iar mutatiile de tip ‘null” sunt cele severe,

cu niveluri foarte crescute ale fenilalaninei plasmatice (9-11, 13, 116).

IV.2. Aciduriile organice

Aciduriile organice (numite si acidemii organice) corespund unor
deficiente monoenzimatice (transmise in marea majoritate a cazurilor prin
mecanism autosomal recesiv) si, prin fiziopatologia lor, apartin defectelor de
tip “intoxication like” afectand frecvent neurotransmiterea, dezvoltarea
creierului (102).

Acizii organici sunt molecule fiziologice care intervin in multe cadi
metabolice intracelulare din metabolismul intermediar cum sunt: catabolismul
aminoacizilor, beta-oxidarea mitocondriala a acizilor grasi, ciclul acizilor
tricarboxilici, biosinteza acizilor grasi si a colesterolului; in mod sintetic, aceste
cdi metabolice pot fi astfel reprezentate in raport cu metabolismul glucidic, al

acizilor grasi, aminoacizilor, neurotransmitatorilor (102, 123).
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Aminoacizi Neurotransmitatori Glucide
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diete speci‘ale/ I \

Colesterol Purine si pirimidine Acizi grasi

Fig. 31. Reprezentarea cdilor metabolice ale acizilor organici

(sinteza dupa date din literaturd (17, 123)

Defectele implica enzime mitocondriale raspunzatoare de metabolismul
acizilor carboxilici activati prin Coenzima A; acestia rezulta cel mai frecvent
din reactiile catabolice ale aminoacizilor. Biochimic, aceste anomalii se
caracterizeaza prin acumularea precursorilor care au un grad de toxicitate sau
sunt degradati spre metaboliti toxici; consecutiv, se inregistreaza eliminarea
urinara in cantitati crescute ale unor acizi organici non-aminici. Acumularea
esterilor Acil-CoA este in echilibru cu concentratia moleculelor de acilcarnitine
corespunzatoare si care pot fi identificate si cuantificate prin spectrometrie de
masd in tandem (TMS). Astfel, analiza acizilor organici prin cromatografie
gazoasa cuplatd cu spectrometria de masa (GC-MS), sau chiar prin analiza
urinard de tip spectroscopie RMN, permite identificarea defectelor legate de
degradarea aminoacizilor, oxidarea acizilor grasi, metabolismul colesterolului,
al glucidelor sau chiar din metabolismul energetic. Incidenta acestor defecte
depistate In tdrile cu screening neonatal extins (prin TMS) este de 1:6000 nou-
ndscuti, si reprezinta in cea mai mare parte a cazurilor boli genetice metabolice
severe (116, 123).

Catabolismul aminoacizilor incepe cel mai adesea prin indepartarea sau
transaminarea grupadrii alfa-aminice, iar prin asocierea aciduriilor organice
corespunzdtoare, produse prin defecte mai distal, acumularea acizilor organici
corespunde unei etape anterioare blocajului enzimatic; din punct de vedere
practic, este important de stiut ca nu se Inregistreaza acumularea
aminoacidului initial corespunzator acelei cdi metabolice. Catabolismul com-
plet al multor aminoacizi survine intra-mitocondrial prin decarboxilarea
oxidativa, pana la derivati ai Coenzimei A, sau prin alte etape cum este
dehidrogenarea (beta-oxidativa) a acizilor carbonici activati CoA (asa numitii
compusi acil-CoA). Aciduriile organice perturba adesea metabolismul energetic
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mitocondrial si predispun la decompensdri metabolice acute cu (ceto- sau
lacto-) acidoze metabolice. Acumularea compusilor acil-CoA este urmata de
esterificarea lor cu carnitina libera pentru prevenirea sechestrarii CoA, deter-
minand cresterea concentratiei sanguine a acilcarnitinelor. Acest aspect este
foarte important atat din punct de vedere fiziopatologic, cat si practic, pentru
metodele de diagnostic; aceste molecule pot fi cuantificate prin spectrometria
de masa in tandem (TMS). Aceastd tehnica se poate aplica si pentru volume
foarte mici de sange (spoturi recoltate si uscate pe hartie de filtru speciald — de
tip Guthrie). Aceastd analiza biochimicd sta la baza ,screening”-ului neonatal
extins care permite identificarea acestor tipuri de boli incd din primele zile de
viata (65, 123).

Acidurii organice care afecteazd neurotransmiterea sunt cele care evolueazd cu
encefalopatie de tipul bolii Canavan (deficienta aspartoacilazei, aminoacilazei 2,
prin mutatii in gena ASPA), cu un tablou clinic marcat de afectarea severa a
dezvoltdrii intelectuale, encefalopatie epilepticd progresiva, leucodistrifie,
atrofie optica (biochimic se identificd valori crescute ale acidului N-
acetilaspartic). De aseemenea, aciduria L-2 si D-2 hidroxiglutarice, aciduria
fumarica (datd de deficienta fumarazei), aciduria malonica (prin deficienta
malonil-CoA decarboxilazei). in aceste boli stabilirea diagnosticului se face
prin analiza acizilor organici urinari cu identificarea unor metaboliti specifici
(in cazul bolii Canavan, disponibilitatea spectroscopiei cerebrale RMN permite
inregistrarea concentratiilor crescute ale acidului N-acetilaspartic in creier).
Studiul fenomenelor biochimice au permis In ultimii ani elucidarea
mecanismelor moleculare fiziopatologice, insa nu s-a descoperit incd o terapie
specifica pentru aceste boli (91, 102, 123).

Tratamentul: este In general similar celui din aminoacidopatii si poate
implica restrictii dietetice pentru anumiti aminoacizi si evitarea catabolismului
proteic. Suplimentarea cu carnitind si uneori cu alte substante cum sunt glicina
(de ex. in aciduria izovalerica pentru a forma izovalerilglicina) sunt foarte utile
terapiei (102, 123).

In concluzie, aceste anomalii se diferentiazi de defectele de oxidare ale
acizilor grasi care sunt anomalii ce implica esteri ai Coenzimei A, iar metodele
de diagnostic si terapie sunt diferite. Din punct de vedere clinic, semnele pot fi
datorate acumuldrilor unor compusi intermediari toxici sau perturbarilor
metabolismului mitocondrial energetic si homeostaziei carnitinei; manifestdrile
clinice sunt cauzate de efectele toxice (progresive, sau uneori intermitente) a
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acestor molecule In special asupra creierului (producand encefalopatii cu
anumite caracteristici), dar si asupra ficatului, rinichilor pancreasului, retinei si
altor organe (116, 123).

O mentiune aparte trebuie facuta In legaturd cu anomaliile din
metabolismul biotinei; aceste defecte afecteaza sistemul nervos central, si
constituie de fapt o patologie tratabild cu doze mari de biotina. Astfel, deficienta
biotinidazei poate fi inclusa in categoria aciduriilor organice, deoarece biotina este
cofactor al mai multor decarboxilaze mitocondriale (123).

[ BIOTINA, APORT DIN ALIMENTATIE

legata de proteine liberda
Lizina sau BIOTINA
lizil-peptide
¥ Sintetaza

holecarhoxilazelor

Biotinidaza -

CICLUL Apocarhoxilaze
Biocitina BIOTINEI (PCC, MCC, PC, ACC)

{biotinil-lizina)

Degradare

protealitica y
‘..."
)
HOLOCARBOXILAZE
Proteine Lipide Glucide
Catabolism Sinteza ~ Gluconeogeneza
aminoacizi de acizi gragi

PCC- propionil CoA carboxilaza
MCC- p-metilcrotonil CoA carboxilaza
PC- piruvat carboxilaza

ACC- acetil CoA carboxilaza

Fig. 32. Schema metabolismului biotinei

(modif. dupa date din literatura -123)

Deficienta acestei enzime (biotinidaza) sau a sintetazei holocarboxilazei
determina deficiente in functionarea mai multor alte enzime de tip carboxilaze.
Tabloul clinic este marcat de crize de acidozd metabolicd, manifestari
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neurologice progresive, hipotonie, ataxie, crize epileptice, retard neuro-psihic,
rash cutanat, alopecie, deficite imune. Diagnosticul de laborator este sugerat de
cresterea lactatului si amoniacului seric, iar demonstrarea activitatii scazute (sau
absente) a biotinidazei serice sau testarea moleculara stabileste diagnosticul de
certitudine (102).

Deoarece deficienta biotinidazei se trateaza prin administrarea unor
doze mari de biotind si este considerata , cea mai tratabild” boald genetica de
metabolism; netratata, formele severe de boald afecteza ireversibil sistemul
nervos central, fiind o boald letald. De aceea, ,screening” neo-natal extins
include testarea la nastere a nou-ndscutilor si pentru aceasta anomalie (123).

IV.3. Tulburari ale indepartarii amoniacului (defecte in ciclul ureei)

Se stie faptul ca metabolismul degradativ al proteinelor determina
productia de compusi azotati sub forma de amoniac, compus neurotoxic care,
in mod normal, este convertit in uree si excretat in principal la nivel renal, prin
urina (1, 89).
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Fig. 33. Reprezentarea substratelor si produsilor necesari in ciclul ureogenetic, cu
etape care au loc iIn citosol si in mitocondrie (schema modif. dupa date din literatura,
preluata din 116). Sunt marcati (prin incadrare cu linie punctatd) gruparile cu
atomii de azot care vor fi eliminati prin uree. NAG: N-acetil-glutamat;

ATP: adenozintrifosfat; ADP: adenozindifosfat.

Enzimele si sistemele de transport mentionate in reactiile figurii sunt:

1 - NAGS - N-acetil glutamat sintetaza

2 — CPS I: Carbamoilfosfat sintetaza I

3 — OCT: Ornitincarbamil transferaza (numita si ornitin transcarbamilaza)

4 — ASS: Argininsuccinat sintetaza

5 — ASL: Argininsuccinat liaza

6 — Arginaza

T1 - Sistem antiport ornitind-citrulina (deficient In sindromul HHH: hiperorni-
tinemie-hiperamoniemie-homocitrulinurie)

T2 - Sistem antiport aspartat-glutamat (numit si citrind), deficient in citrulinemia
tip IL

Defectele genetice legate de ciclul ureei sunt printre cele mai frecvente
defecte genetice de metabolism (avand o incidenta cumulativd de cca 1:8 000
nou-nascuti) si se datoreaza unor deficiente enzimatice (sau al unui transportor
T1 al ornitinei din membrana mitocondriald, v. fig. aldturatd) implicate in mod
normal In functionarea ciclului ureei; cea mai frecventd dintre deficientele din
ciclul ureei este deficienta ornitintranscarbamilazei (OTC), adesea subdiagnos-
ticata la sexul feminin. Ca urmare a hiperamoniemiei din defectele din cilul
ureei, aceste anomalii sunt urmate de aparitia semnelor clinice de encefalo-
patie. “Tabloul clinic poate fi manifest la orice varsta (uneori pentru prima oara
chiar la varsta adultd), iar determinarea amoniemiei plasmatice trebuie sa fie o
investigatie de baza pentru toti pacientii cu encefalopatie de cauza
necunoscutd, la orice varstd. Cu toate acestea, exista anumite perioade de timp
cand aparitia simptomelor este mai probabild, fiind determinate de stresul
metabolic cum este catabolismul proteic precipitat de infectii:

- perioada neonatald (0-1 luna de viata);
- sfarsitul perioadei de sugar (inainte de varsta de 1 an) cand copiii sunt

vulnerabili ca urmare a schimbarii ratei de crestere (scaderea acesteia), a

ablactarii cu schimbarea tipului de alimentatie (introducerea laptelui de
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vacd), a aparitiei declinului titrului anticorpilor care provin de la mama
(si avand o sensibilitate mai mare la infectii);

- in cursul pubertatii (decompensdrile pot fi precipitate de schimbarea
ratei de crestere si de factori psiho-sociali).

Tulburdrile din ciclul ureei sunt caracterizate prin triada: hipermoniemie,
encefalopatie si alcalozd respiratorie, iar caracteristicile clinice generale suges-
tive pentru o anomalie din ciclul ureei au fost clasificate pe categorii de varsta:

- Pentru nou-ndscuti: aparitia de simptome rapid progresive care apar in
primele zile de viatd (dupa o scurta perioadd fdra manifestari de boald) cum
sunt: letargia, problemele de alimentatie, hiperventilatia, crizele epileptice,
encefalopatia progresiva cu coma profundd, instabilitatea termica, pierderea
reflexelor, hemoragia intracerebrala (obiectivata prin examinari imagistice) si
explicata prin defecte de coagulare.

- Pentru sugari, copii mici: falimentul cresterii, probleme de alimentatie,
varsaturi, simptome neurologice cronice, encefalopatie episodica cu letargie,
ataxie, crize epileptice si chiar coma.

- Pentru adolescenti si adulti: simptome neurologice sau psihiatrice cronice,
probleme de comportament, episoade de dezorientare, letargie, psihoze, encefa-
lopatie recurentd asociate de obicei cu un aport proteic crescut, catabolism sau
stres” (116).

Investigatiile metabolice trebuie sa includda analiza aminoacizilor
plasmatici si urinari, precum si analiza acidului orotic urinar. Determinarile de
aminoacizi permit adesea incadrarea valorilor patologice obtinute in anumite
defecte; o sinteza a acestor valori In raport cu cele de referintd sunt utile in
orientarea biochimicd; se pot observa si comparatiile cu modificdrile limitate
din zaharopinurie — o altd deficientd genetica de metabolism (valori exprimate
in pmol/l, tabel preluat din date de literatura — Summar, Urea cyle disorder
overview (online), sintetiza In vol R. Vulturar, M. Cucuianu 2011):

f : f i | Deficianta

Amino- Deﬁciental Deficiental Citrulinemia Ac'?"‘f”a Ac'd”.”j Piruvat Zaharo-| Valori de|
acizi |CPSI ocT arginino- | glUtanicd ¢y osilazei| pinuria | referinta

succinica| tipll {PC) ;
Tau 226 + 25 154+ 14 126 + 13 316 + 32 288 186 + 20 124 4 12
Asp 9+4 41+4 45+ 5 76+ 8 31 1942 — 33+3
Thr 109 £ 12 243+ 23 214+ 23 346+ 36 126 128 +33 - 247+ 22
Gilu 897 + 91 1260 + 132 468 + 47 801 + 82 153 53+5 6246
Cit urme urme 2232 4231 120413 75 216+ 23 80 21+3
Pro 1722+ 182 | 437+46 560 + 5T 998 + 100 1890 981 + 99 — 185420
Ala 1825 + 201 | 1219+ 123 1248+ 125 | 1585+ 160 306 646 + 65 - 235+ 24
Val 126+ 13 132413 158 422 216 +22 117 203 +20 - 137+ 14
Tle 56+ 6 79+7 5345 92410 37 99 + 10 - 4045
Len 121+ 9 9849 1154+ 12 178 + 18 73 153 + 15 7247
Orn 56+ 5 65+7 59+6 ] 108 7548 — 9249
Lys 712 + 80 827 + 86 664 + 67 688 + 71 630 746 + 75 607 | 200421
Arg 29+2 3143 37+3 38 +4 3 9+6 — 64+7
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Tratamentul trebuie instituit rapid si este necesar sa includa scaderea aportului
proteic, precum si suplimentarea cu aminoacizii esentiali; de asemenea se evita
stdrile de catabolism proteic, si se administreaza saruri de sodiu (benzoat de
sodiu, fenilacetat/fenilbutirat de sodiu) care iIndeparteazda amoniacul ca

preparate conjugate alternative cum sunt glicina si glutamina (102, 123).

IV .4. Bolile lisosomale

Lisosomii sunt organitele intracelulare ale digestiei, avand o
memebrand simpld care impiedica eliberarea enzimelor sale digestive in
citosol. Aceste enzime sunt esentiale pentru o mare varietate de functii ale
celulelor care implicd indepdrtarea resturilor celulare si reciclarea componen-
telor acestora, inclusiv distrugerea microorganismelor (bacterii, drojdii etc),
remodelarea tesuturilor, involutia unor tesuturi in timpul dezvoltarii si
innoirea fiziologicd a unor organite celulare sau chiar celule (2).

Enzimele lisosomale includ nucleaze, fosfataze, esteraze, proteaze
numite catepsine s.a. Aceste enzime sunt toate hidrolaze, enzime care
scindeaza gruparea de tip amidd, ester si alte legdturi prin utilizarea apei.
Majoritatea acestor hidrolaze lisosomale au cea mai mare activitate la pH-ul
optim de 5,5. PH-ul intra-lisosmal se mentine aproape de 5,5 in principal prin
activitatea unor pompe aflate in membranele acestor organite sau vezicule de
tip endosomi care participd la biogeneza lor (ATP-aze veziculare); aceste
sisteme transmembranare pompeaza activ protoni in interiorul lisosomilor.
Citosolul si alte compartimente intra celulare au un pH mai apropiat de 7,2 si
sunt, prin urmare, protejate de activitatea hidrolazelor lisosomale care pot
ajunge accidental in citoplasma (1, 2).

Multi dintre produsii digestiei lisosomale, cum sunt aminoacizii
dupa degradarea intracelulara a peptidelor si proteinelor, revin in citosol. Prin
urmare, lisosomii sunt implicati In reciclarea compusilor. Biogeneza liso-
somilor presupune participarea reticulului endoplasmic rugos unde are loc
sinteza lanturilor polipeptidice care vor deveni enzimele lisosomale; la nivelul
complexului Golgi, enzimele sunt ‘marcate’ pentru endosomi (si in cele din
urma vor intra in constitutia lisosomilor primari) prin addugarea de grupari de
tip de manoza 6-fosfat care vor fi apoi molecule semnal recunoscute de
receptorii pentru manoza 6-fosfat. Astfel, veziculele care contin receptorii
pentru manoza 6-fosfat impreuna cu hidrolazele lor acide atasate vor fi
incorporate in vezicule imbracate cu clatrind. Veziculele de transport vor
pierde ulterior clatrina si vor fuziona cu membrana endosomului tardiv.
Aciditatea conferita prin pompa de protoni (ATP-aza adusa in membrana
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endosomului) elibereaza hidrolazele acide din legatura cu receptorii acestor

grupdri in lumenul veziculei. Receptorii sunt reciclati in cele din urma in

complexul Golgi (2, 108).

Bolile genetice lisosomale sunt anomalii care apartin tulburdrilor de
catabolism al moleculelor complexe, si se datoreaza unor defecte genetice care
afecteaza o anumita hidrolaza acida prezenta in mod normal in lisosomii
primari. Catabolismul lipidelor complexe sau a mucopolizaharidelor este
dependent de aceste enzime, iar deficienta unei enzime din lisosomi determina
acumularea substratului caracteristic acestei enzime, cu afectarea structurii si
functiei mai multor organe. In cazul in care deficienta genetici afecteaza
procesul de glicozilare corectd prin care se ataseaza gruparea manoza-6-fosfat,
enzimele lisosomale sunt secretate inafara celulei, si sunt mai multe categorii
de molecule-substrat care se acumuleaza in lipsa digestiei intralisosomale
(bolile se numesc mucolipidoze si clinic asociaza elemente ale mucopoli-
zaharidozelor cu cele ale sfingolipidozelor) (62, 102, 123).

Astfel, tabloul clinic este caracterizat de o deteriorare neurologica
progresivd, dismorfism si organomegalie; fara a se observa episoade de
decompensare acutd; uneori durerile intense sunt cele care pot marca tabloul
clinic. Investigatiile includ examinari radiologice de evidentiere a disostozelor
scheletice multiple, analiza leucocitelor si a altor celule pentru imagini
caracteristice. Diagnosticul de laborator se poate orienta prin analiza urinara a
glucozaminolicanilor si oligozaharidelor, iar studiul enzimatic, respectiv
molecular, confirmad diagnosticul. Terapia enzimaticd de substitutie este
disponibild pentru o parte dintre aceste anomalii; in plus, transplantul medular
s-a demonstrat a fi eficient doar In anumite defecte ale acestei categorii de boli
(123). Categorii de boli lisosomale (108, 120, 123):

1)  Mucopolizaharidozele (MPZ) sunt macate prin dezvoltarea progresiva a unor
caracteristici dismorfice, hepatomegalie si retard (sau regres) psihomotor.
Aceste anomalii sunt de obicei recunoscute prin analiza urinarda a
glicozaminoglicanilor.

2) Oligozaharidozele sunt anomalii genetice similare MPZ, dar multe pot fi
marcate de un tablou clinic neurologic mai sever, si fiind mai frecvent
simptomatice la nastere (hidrops fetal nonimun). Diagnosticul este posibil
prin analiza oligozaharidelor urinare sau prin studii enzimatice.

3) Sfingolipidozele si bolile de stocare ale lipidelor se manifesta prin deteriorare
neurologica progresiva. Se mai poate asocia hepatomegalia, iar deformarile
scheletice, sau caracteristicile dismorfice sunt rare. Alte manifestari
particulare s-au inregistrat in boala Fabry (dureri, parestezii), precum si in

82



4)

forma non-neuropata a bolii Gaucher (manifestatd prin anemie,
hematoame, splenomegalie marcatd, durerei abdominale si osoase).
Diagnosticul specific necesita studiu enzimatic. Lipofuscinoza neuronala
ceroidd este de obicei suspectatd dupa analiza electronomicroscopica a
celulelor cutanate (sau limfocitare), dar confirmata prin analiza moleculara.
Mucolipidozele combina caracteristicile clinice ale MPZ cu cele ale sfingoli-
pidozelor si pot reflecta deficiente enzimatice lisosomale multiple, ca
urmare a sintezei deficitare a enzimelor lisosomale.

Defectele transportului lisosomal includ cistinoza si boala de stocare a
acidului sialic, ambele fiind cauzate de un transport membranar deficitar
dinspre lisosomi spre citosol. Pentru cistinoza (boald marcata de nefropatie,
disfunctii ale altor organe cum sunt glanda tiroida, ochii) diagnosticul de
certitudine se pune prin studiul continutului leucocitar in cisting, iar te-
rapia se poate face cu cisteamina sau, cand este disponibil, prin transplant

renal.

Fig. 34. Schema pozitionarii
transportorului (notat si cistinozina)
de la nivelul membranei lisosomale
care este afectat In cistinozg;
C-5-5-C reprezinta o moleculd de
cistind formata din 2 molecule de
cisteind (legate prin punte
disulfidica;

In imagine este reprezentat3 si
Cistinozina pompa de protoni din membrana
lisosomala (schema dupa date din
literatura — sinteza in 116).

In plus, boala de stocare a acidului sialic determind encefaloneuropatie

progresiva si se diagnosticheaza prin identificarea concentratiei crescute de

acid sialic in urina (9, 123).

IV.5. Bolile peroxisomale

Rolurile biochimice ale peroxisomilor sunt foarte diverse, includ atat

procese oxidative, cat si procese biosintetice (rol in sinteza plasmalogenilor) (1,

2).
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Compusi de tipul acizilor
grasi, D-aminoacizi,
alfa-hidroxiacizi, s.a.

p——— 02
_/b Alte reactii
N > H,0, oxidative

Catalaza

L
Compusi 0, H,0
oxidati

Fig. 35. Reprezentarea simpla a reactiilor din peroxisomi (cu formarea

apei oxigenate care va fi preluatd de catalaza — enzima cu rol in detoxificare

(dupa 123) .
Peroxisomii consuma o mare parte din oxigenul celulei (aproximativ

10% din reactiile folosite de ficat). Astfel, deficienta totala sau partiala a

enzimelor peroxisomale poate determina boli severe, progresive si

multisistemice, cu afectarea sistemului nervos central. In acest sens s-au
identificat (102, 123):

1)

2)

3)

Defecte de biogenezi a peroxisomilor sau defecte de activare si f-oxidare a acizilor
grasi cu lant lung de atomi de carbon si sunt anomalii care evolueaza clinic
prin boald neurologica progresivd, anomalii structurale (cum e cazul
Sindromului Zellweger — hepatocerebrorenal), si anomalii functionale
hepatice, intestinale si ale glandei suprarenale. Aceste boli sunt foarte
severe, nu beneficiazd de metode terapeutice, si pot fi recunoscute prin
analiza acizilor grasi cu lant de atomi de carbon foarte lung in probe de
sange sau in fibroblaste.

Boala Refsum este un defect in metabolismul acidului fitanic de origine
exogend; clinic boala se caracterizeaza prin anomalii progresive lente
(adesea manifeste doar la varsta adultd) ale sistemului nervos, auzului sau
vazului. Diagnosticul este posibil prin dozarea acidului fitanic, iar terapia
se face prin restrictia aportului alimentar cu acid fitanic.

Defecte ale biosintezei eter-fosfolipidelor (plasmalogenilor) determind aparitia
bolii numite condrodisplazia rizomielica punctata marcata de anomalii ale
lungimii fragmentelor proximale ale membrelor si manifestari neurologice.
Diagnosticul se face prin dozarea plasmalogenilor in eritrocite; nu s-au
descris metode terapeutice eficiente in aceste anomalii.
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4) Deficienta catalazei este singura anomalie genetica implicata In afectarea
indepartarii radicalilor liberi ai oxigenului. Boala se manifesta prin aparitia
de ulceratii cronice la nivelul mucoaselor cavitatii bucale.

5) Hiperoxaluria primard tip I este singura anomalie cunoscuta in metabolismul
glioxilatului; tabloul clinic este caracterizat de nefrolitiaza si nefro-
calcinozd, iar biochimic, boala se diagnosticheaza prin analiza acizilor
organici urinari care permite dozarea oxalatului si glioxilatului. Terapia
actuala cuprinde transplantul hepatic si renal.

IV.6. Anomaliile metabolismului izoprenoizilor si sterolilor

Aceste anomalii afecteaza componente biochimice importante in diverse
procese celulare si legate de dezvoltare. Cea mai mare parte a defectelor de
biosinteza sunt determinate de deficiente enzimatice care sunt localizate in
partea proximald a cdii metabolice (123):

1) Deficienta mevalonat kinazei este identificabila In cursul copildriei prin
dismorfism, falimentul cresterii, retard mental si crize febrile recurente. O
forma mai usoard a aceleiasi deficiente se cunoaste ca ,sindromul hiper
IgD” . Terapia este simptomatica.

2) Defecte ale biosintezei sterolului determind anomalii structurale care asociaza
trasaturi dismorfice de tipul sindromului Smith-Lemli-Opitz, pentru care
terapia prin suplimentarea cu colesterol are o eficienta limitata.

IV.7. Defectele congenitale de glicozilare
(Congenital Disorders of Glycosylation — CDG syndromes)

Modificdrile post-translationale se refera la prelucrari biochimice care
au loc imediat dupa sinteza unui lant polipeptidic; aceste reactii pot fi de ace-
tilare, hidroxilare, metilare, fosforilare, carboxilare s.a. Una dintre cele mai
importante tipuri de reactie post-translationala este glicozilarea, adica
addugarea gruparilor de carbohidrati, si este o reactie comuna care apare in
principal pe proteinele care sunt destinate sa fie secretate sau incorporate in
lisosomi sau in membranele celulare (2, 108).

Defectele congenitale de glicozilare se refera la procesele care au loc in
mod normal in reticulul endoplasmic, aparatul Golgi sau in citosol si care asi-
gurd formarea glicoproteinelor respectiv glicolipidelor functionale ca urmare a
glicozilarii (adaosul de grupari oligo- sau poli- zaharidic). Studiile biochimice
au ardtat ca toate enzimele proteinelor transportor, precum si cele membranare
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sufera procesul de glicozilare care sunt procese enzimatice, iar defectele
survenite In aceste procese au fost cuprinse cu termenul CDG-syndromes. Sunt
incluse de asemenea modificarile de sinteza a proteoglicanilor din matricea
extracelulara. Existd zeci de tipuri de enzime cunoscute astdzi ca fiind
implicate in diverse etape de glicozilare, iar deficienta unei singure astfel de
enzime determind un spectru larg de anomalii structurale si functionale.
Numadrul de boli congenitale de glicozilare identificate in ultimii ani a crescut
exponential. Literatura de specialitate nu este de acord asupra numarului exact
de tipuri CDG, este apreciat ca fiind mai mare de 100 de tipuri (77, 102).

Suspiciunea unui astfel de deficiente trebuie ridicata pentru orice pacient
cu o boald multisistemica neidentificatd sau cu o anomalie neurologica.
Perturbarea glicozilarii de tip N (care transfera grupari glicozil pe asparagina
unui lant polipeptidic) este cel mai adesea identificata prin electroforeza de tip
focusare izoelectrica a transferinelor din ser; exisa si alte metode de identificare
a unor astfel de defecte, cromatografia lichide de inalta performanta (HPLC)
sau a specrometriei de masa (MS) pentru testarea glicoformelor transferinelor
serice. Din pdcate, doar o micd parte dintre aceste boli pot beneficia la ora
actuala de o terapie care amelioreaza tabloul clinic (123).

Fig. 36. Reprezentarea primelor etape biochimice de glicozilare la nivelul
membranei reticulului endoplasmic. Dolicolfosfatul serveste ca ancora legata
de membrana pentru constructia glicanilor.

Enzimele implicate in tulburdrile congenitale ale glicozilarii de tip I (CDG I) sunt
implicate in aceste etape timpurii ale biogenezei glicanului; de exemplu, sinteza
DPAGTT1 - cu participarea enzimei Dolicil-fosfatN-acetilglucozamin-fosfo transfe-
raza 1 - care, dacd este deficitara va produce sindromul notat CDG Jj (2, 123).
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Experienta centrelor specializate in aceste patologii au aratat ca aceste tipuri de
defecte (tulburdri congenitale ale glicozilarii - CDG) ar trebui luate in considerare in
orice stare clinica inexplicabild, in special in bolile care afecteaza mai multe organe
(implicand afectarea neurologicd) dar si atunci cand se constatd o Intarziere
nespecifica de dezvoltare (102, 123).

Se stie ca legat de glicozilarea proteinelor exista N- glicozilare (la nivelul
asparaginei din lantul polupeptidic) , respectiv O —glicozilare (la nivelul
gruparii hidroxil a treoninei sau serinei din lantul polipeptidic).

0
H NI
H=0 O—CHzé 0 N—C—CHQ-E
1 [

N  Serina n Asparagina
| I
AC AC

O - glicozilare N- glicozilare

Fig. 37. Glicozilarea proteinelor- prin adaugarea de structuri glucidice
la un anumit aminoacid din lantul polipeptidic (N- sau O- glicozilare)
(modificat dupa 108).

Multe categorii de sindroame CDG interfereaza cu neurodezvoltarea
inca din viata fetald, In special procesele de O-glicozilare proteica si lipidica.
Afectarea cerebelului si atrofia olivopontocerebeloasa sunt frecvente in multe
defecte de tipul N-glicozilarii proteice. Testele de tip secventierea exomului (WES)
sau a genomului (WGS) sunt din ce in ce mai utilizate in diagnosticul pacientilor
cu tablou sugestiv al unui sindrom CDG, fara incadrarea certd a subtipului (in
acest caz notandu-se CDG-X) (102, 123).

IV.8. Tulburari genetice in transportul sau utilizarea cuprului,
fierului sau zincului

1)  Defectele metabolismului cuprului se diagnosticheaza prin analiza cuprului si
ceruloplasminei In ser, urind si tesut hepatic. Boala Wilson (numita si
degenerescenta hepatolenticulard) determina aparitia unei hepatopatii cronice
(frecvent apdrute intre 6-18 ani) asociate unor disfunctii ale sistemului nervos
central- cum sunt disartria, tulburdrile de coordonare motorie, chiar pana la
paralizie bulbara; aceste modificari neurologice au fost mai frecvent identificate
la varste de 20-40 de ani) (123).
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Boala Menkes se caracterizeaza prin transportul deficitar al cuprului si este o
tulburare neurodegenerativa (care asociaza si anomalii osoase, ale parului si
tesutului conjunctiv), iar transmiterea este legata de cromosomul X.
Consecintele defectului genic sunt legate de disfunctiile secundare ale unui
numdr de enzime dependente de cupru, inclusiv a enzimei dopamin beta
hidroxilaza (DBH). Profilul neurotransmitatorilor evaluati in lL.c.r. este similar
cu cel din deficitul primar de DBH, iar diagnosticul se confirma prin dozarile
de cupru (68, 102).

Terapia bolii Wilson se adreseaza reducerii incarcarii cu cupru, in timp ce
in boala Menkes cuprul trebuie administrat parenteral. Aceruloplasminemia este
o deficienta a ceruloplasminei asociata unor concentratii scdzute de cupru si fier,
iar terapia se face prin administrarea intravenoasa a preparatelor cu cerulo-
plasmina (102, 123).

2)  Defectectele din metabolismul fierului se manifestda prin anemie feripriva
(data de absorbtia intestinald deficitara a fierului) sau prin manifestari de
incarcare hepaticd cu fier (de ex. in hemocromatoza). Incircarea secundara cu
fier poate apdrea In anumite anemii hemolitice (caracterizate prin distructii
eritrocitare marcate). Terapia se face prin administrarea preparatelor cu fier (in
cazul anemiei feriprive) sau, in cazul anomaliilor care evolueaza cu incarcare
cu fier se indica flebotomie si administrare de preparate de indepartare a
fierului (ex. deferoxamina) (102).

3)  Defecte ale metabolismului zincului (cum este acrodermatita enteropatica) se
manifesta prin manifestari cutanate cronice, alopecie si manifestdri ale siste-
mului nervos central. Diagnosticul de laborator se face prin dozarea fosfatazei
alcaline, respectiv a zincului (ambele avand in aceste cazuri valori scazute);
terapia se face prin suplimentarea cu preparate cu zinc (102).

IV.9. Tulburiri in metabolismul energetic
(anomaliile mitocondriale sau mitocondriopatiile)

Toate procesele active din celulele vii necesitd transformarea energiei.
Celulele transforma energia legaturilor chimice din alimente in alte forme, cum ar
fi mentinerea unui gradient electrochimic pentru membrana plasmatics,
repolarizarea membranei neuronilor dupa transmiterea impulsurilor nervoase,
contractia fibrelor musculare din musculatura scheleticd de la nivelul membrelor,
ori sinteza unor molecule cum sunt, de exemplu proteinese, moleculele de ADN
s.a. Aceste transformdri energetice pot fi incluse In trei faze principale (1, 2):
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(1) degradarea produsilor din alimente (grasimi, carbohidrati, si
proteine,

2) conversia energiei din oxidarea alimentelor (incluzand si ciclul
acizilor tricarboxilici — CAT, respectiv fosforilarea oxidativa din mitocondrii) In
energie superioard — care va fi Inmagazinata in legaturile fosfat din molecula de
ATP,

(3) utilizarea energiei din legaturile fosfat ale ATP-ului pentru a realiza
procesele active care necesita energie.

Primele doud faze ale transformarii energiei fac parte din respiratia
celulard, proces general de utilizare a oxigenului si a energiei derivate din
combustibili oxidati, pentru a genera molecule de adenozintrifosfat (ATP). Celulele
noastre necesitd oxigen pentru a genera adecvat cantitidti de ATP de la oxidarea
substratelor alimentare pana la dioxid de carbon (CO2). Utilizam in cursul
proceselor de respiratie celulard realizatd in mitocondrii prin participarea
complexelor localizate iIn membrana interna mitocondriald (formdnd lantul respirator
mitocondrial) peste 90% din oxigenul pe care il inhalam (2, 108).

Acizi grasi

i

Acetil CoA

Glucoza Aminoacizi

Matrice mitocondriala

CO,

lapse) Membrana internd
. ATP = transportor g e
de electroni Mitocondriala

H.O0 05

Fig. 38. Reprezentarea generald a reactiilor de degradare biochimica avand
cele trei tipuri de substrat (glucidic, lipidic si proteic) (schema modif. dupa 108)
CAT: ciclul acizilor tricarboxilici, ATP: adenozin trifosfat
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Fig. 39. Reprezentare generald a transformarilor energetice in cursul fosforilarii
oxidative. Gradientul electrochimic la nivelul membranei interne mitocondriale
este reprezentat de difereta de pH (ApH), gradientul de protoni si potentialul
membranei (schema modif. dupa Marks 2004), CAT: Ciclul acizilor tricarboxilici,
NADH: nicotinamid adenin dinucleotid-forma redusd, FAD(2H): flavin adenin
dinucleotid - forma redusd, Pa- fosfat anorganic.

Disfunctii ale mitocondriilor date de mutatii in ADN-ul mitocondrial sau
ADN-ul nuclear care codificd anumite subunitati ale complexelor respiratorii
mitocondriale vor determina generarea deficitarda de ATP din metabolismul
oxidativ; tesuturile cele mai afectate sunt cele musculare si sistemul nervos,
pacientii fiind diagnosticati cu miopatii, encefalomiopatii (2, 26).

Anomaliile din metabolismul energetic se referd la deficientele genetice
ale complexului piruvat dehidrogenazei (PDHC), a piruvat carboxilazei (PC),
deficiente din ciclul Krebs sau ale complexelor lantului transportor de electroni
localizat in membrana interna mitocondriald; acestea corespund etapelor finale
de catabolism al diverselor tipuri de substrate, finalizat cu productia de ATP
(26, 123).

Mitocondriile asigura prin multiplele lor functii atat generarea molecule-
lor de ATP, mentine homeostazia intracelulara a calciului, intervin in reglarea
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mortii celulare programate (apoptoza); astfel, aceste organite citoplasmatice
contin un numdr mare de enzime si complexe enzimatice, unele continand
peste 50 de tipuri de proteine diferite. Moleculele de NADH provin in
principal din oxidarea acizilor grasi si ciclul acizilor tricarboxilici (CAT sau
ciclul Krebs) si este oxidat de complexul I, in timp ce moleculele FADH: sunt
generate de asemenea din oxidarea acizilor grasi si ciclul acizilor tricarboxilici
(CAT sau ciclul Krebs), dar este oxidat de complexul II al lantului transportor
de electroni. Reactiile redox de la nivelul complexelor I, III, IV genereaza un
important gradient de protoni care va sta la baza energiei mecanice (a
protonilor care patrund prin complexul V) utilizate pentru sinteza moleculelor
de ATP, oxigenul fiind ultimul acceptor de electroni (2, 123).
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Fig. 40. Reprezentarea schematica a reactiilor principale din matricea
mitocondriald care va furniza substrate pentru oxidarea finala prin transferul
electronilor in lantul respirator mitocondrial- format din complexe proteice incluse
in membrana interna a mitocondriilor (schema modif. dupa date din literaturd -2,
123); ATP: adenozintrifosaft, ADP: adenozindifosfat; FADH2: flavin adenin
dinucleotid forma redusa, NADH: Nicotinamid-adenin dinucleotid, forma redusa.
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Tabel X. Reprezentarea numarului subunitatilor complexelor din lantul respirator

mitocondrial, codificate de ADN nuclear, respectiv mitocondrial (123):

Tipul de Complex- | Complex | Complex- | Complex | Complex
ADN ul I -ul II ul III -ul IV ul vV
afectat

ADN mt | 7 subunit. 1 subunit. | 3 2
(mitocon subunit. | subunit.
drial)

ADNnN 38 4 10 11 14
(ADN subunit. subunit. | subunit. subunit. | subunit.
nuclear)

Deficientele proteinelor complexelor din lantul transportor de electroni
care realizeaza fosforilarea oxidativd (OXPHOS) sunt cele mai severe defecte si
dificil de tratat (acestea includ defectele legate de cele 4 complexe ale lantului
respirator plus complexul V sau ATP sintetaza). Cele 289 de gene cunoscute ca
fiind implicate in bolile mitocondriale pot fi impartite in cele care au un rol primar
specific In biogeneza OXPHOS, si cele al cdror impact asupra OXPHOS este
indirect sau implica alte functii celulare. Pe baza functiei lor, proteinele codificate
pot fi grupate in (26, 123):

a. Subunitati ale complexelor OXPHOS, factori implicati in asamblare sau
transportori de electroni
Proteine implicate in mentinerea ADN mitocondrial
Proteine implicate in expresia ADN mitocondrial
Cofactori enzimatici
Proteine implicate In homeostazia si verificare

o oo 0 o

Proteine implicate in metabolismul general.

Manifestarile cerebrale ale bolilor mitocondriale sunt foarte frecvente si
acopera o mare varietate de caracteristici clinice (care pot fi timpurii - postnatale,
pana la perioada de adult - cu debut tardiv). Aceste manifestari pot fi: convulsii,
encefalopatie, ataxie, de tip accident vascular cerebral, intarziere in dezvoltare si /
sau regresie, declin cognitiv. Deteriorarea tabloului clinic poate fi accentuata de
perioade de stres metabolic (infectii). S-a ardtat ca defectele de oxidare aeroba a
glucozei (consecinte ale disfunctiei mitocondriale) se manifesta prin acidemii
lactice congenitale si pot prezenta chiar si manifestdri prenatale, cum sunt:
disgenezie cerebrald, atrofie a corpului calos, microcefalie s.a. Majoritatea acestor
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defecte mitocondriale au o evolutie progresiva. In plus, unii pacienti cu forme
severe de boald pot prezenta anomalii congenitale de tipul rinichiului polichistic,
defecte In migrarea neuronala care pot fi detectate prenatal prin RMN fetal si
analiza morfofetald se care poate identifica un anumit dismorfism facial (102, 123).

Functionarea normald a mitocondriilor depinde si de transportul unor
ioni la nivelul membranei interne mitocondriale; piruvat carboxilaza (PC)
indeplineste un rol anaplerotic pentru sinteza aspartatului din acidul oxalo-
acetic, iar defectele genetice care afecteaza aceasta anzima (PC) pot avea forme
severe cu afectarea grava a sistemului nervos central (fenotipul B- “Francez”)
marcat de acidoza lactica congenitala, hipotonie, encefalopatie, convulsii, deces
in primele saptamani de viata. Fenotipul A de boala (numit si “Nord-
American”) este caracterizat de retard In dezvoltare, acidoza lactica si
hipoglicemii moderate, iar fenotipul C (“benign”) corespunde unor forme
usoare de boald, cu episoade de acidoza lactica si hipoglicemie si dezvoltare
neurologicd normala (2, 123).

Reprezentarea etapelor metabolice care afecteaza functionarea reactiilor
din matricea mitocondriala:

Citosol Mitocondrie
NH3 ~a

Ornitina —'_D._-\V’Cﬂrbamil-fosfaf

O Citrulina Piruvat
Uree Aspartat +—C}— Aspartat
| ! ®,

Arginina Argininosuccinat
OAA O/ SNADH

Cool] . Co

Malat — Malat

e e
Fumarat

Fig. 41. Rolul anaplerotic al piruvat carboxilazei (PC) in generarea aspartatului care
intra In ciclul ureei si participd la re-oxidarea NADH (schema conceputd dupa date
din literaturd, preluatd din 115); OAA: Acidul oxalo-acetic, NAD: Nicotinamid-
adenin dinucleotid, NADH: Nicotinamid-adenin dinucleotid, forma redusa, NHs:
amoniac.

Diagnosticul de laborator include mai multe etape, cele din prima etapa de
analiza fiind: dozarea acidului lactic In sange, lc.r., analiza aminoacizilor
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plasmatici. Pentru studiul activitatii unor complexe mitocondriale s-au incercat
mai multe metode. Multe dintre tehnicile de analiza a structurilor proteice
dezvoltate in a 2-a jumadtate a secolului XX si aplicate pentru membranele
biologice (de ex. BN-PAGE: Blue Native Polyacrylamide Gel Electrophoresis) au
permis studiul avansat al variantelor normale si patologice ale complexelor
care formeaza lantul respirator mitocondrial (chiar cu identificarea activitatii
catalitice prin metode de colorare histochimica); sunt posibile studiile
amanuntite (privind subunitdtile complexelor, particularitati de asamblare etc)
in probe bioptice cum sunt muschiul scheletici, culturi de fibroblaste, probe
hepatice sau chiar miocard- colectate conform tabloului clinic al fiecarui
pacient. Defectele identificate au fost legate de mutatii ale ADN din nucleu sau
din mitocondrii implicate In codificarea complexelor mitocondriale. De
asemenea, esentiale diagnosticului corect este monitorizarea disfunctiilor
tisulare si investigatiile imagistice (26, 67, 123).

Optiunile terapeutice sunt foarte limitate, si include administrarea unor
vitamine si cofactori cum sunt riboflavina, coenzima Q, sau tiamina (123).

IV.10. Defecte genetice legate de transportul intracelular neuronal
afectand veziculele presinaptice

O particularitate a transmiterii prin mediatori chimici consta din recaptare,
un proces dependent de energie prin care neuronii reusesc sd-si conserve
moleculele proprii de neurotransmitatori, preluandu-i din fanta sinaptica si
stocandu-i In vederea unei reciclari. Exista receptori in membrana neuronilor
presinaptici care au o functie foarte importantd legatd de recaptarea unui
anumit neurotransmitdtor, servind ca tinte terapeutice pentru mai multe clase
de preparate farmacologice (99, 100).

Anomaliile monogenice legate de transportul intracelular neuronal
afectand veziculele presinaptice sunt mai recent identificate si pot fi legate de
diverse compartimente din neuroni. Astfel, reprezentarea schematica
sintetizeazd regiunile incluse in aceste defecte: regiunile ce tin de secretia celu-
lard (incluzand transportul veziculelor de la nielul complexului Golgi (cu
regiunile sale cis, trans), transportul axoplasmic realizat in interiorul axonului
neuronilor, din veziculele de stocare si eliberare a neurotransmitatorilor in
fanta sinaptica. Astdzi de cunosc peste 360 de astfel de defecte monogenice,
peste 80% dintre acestea avand simptome neurologice (19, 20).
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Fig. 42. Reprezentarea schematica a regiunilor din nouronul presinaptic pentru
care s-au identificat defecte genetice legate de neurobiologia
veziculelor sinaptice (VS) (modif. dupad date din literatura- 19, 20, 34)

Aceste boli sunt recent clasificate in functie de etapa afectata din

cursul formarii veziculelor sinaptice (VS) astfel (34, 100):

(1) defecte de biogeneza a precursorilor veziculelor in corpul neuronal;

(2) defecte in transportul axoplasmic (in lungul axonului);

(3) defecte legate de circuitul veziculelor cu neurotransmitator in terminalul
presinaptic (ciclul exocitozd-endocitozd, avand ca scop principal eliberarea
neurotransmitdtorului in fanta sinaptica).

VS sunt structuri cu membrand, si s-a realizat identificarea legatu-
rilor dintre procesele biologice perturbate de mutatiile genetice si tabloul clinic
al acestor tulburdri. Marea majoritate a defectelor incadrate in aceste boli se pot
prezenta ca encefalopatii epileptice, cu afectarea dezvoltdrii intelectuale, la care
se poate asociat si o tulburare din spectrul autist, precum si tulburari de
miscare (hipo- sau hiper- kinezie). Aceste simptome se pot suprapune si
prezenta la pacienti ca o combinatie de semne clinice care corespund spectrului
sinaptopatiilor, patologie pentru care este deja descris un tablou clinic de tip
continuum cu semnele enumerate anterior. Un numar mic de boli pot prezenta,
de asemenea, semne neuromusculare (19, 34) .
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Fig. 43. Ciclul de viata al veziculelor sinaptice. SV vor ingloba molecule
de neurotransmitator In apropierea zonei active. Unele vezicule sunt recrutat
in zonele active intr-un proces numit andocare. Aceste vezicule sunt apoi amorsate
pentru eliberarea continutului lor, iar calciul intracelular care creste ca urmare
a potentialului de actiune determina deschiderea printr-un por de fuziune
la nivelul membranei celulare (schema modif. dupa 19).

NT este eliberat in fanta sinaptica, iar vexicula poate fi recuperata si intoarsa in
regiunea initiala prin 3 mecanisme:

(1) o reinchidere directa a porilor de fuziune si reformarea veziculei (mecanismul
Lsarutd si fugi”),

(2) prin fuziune completa urmata de endocitoza mediatd (cu participarea clatrinei),
indepartarea invelisului de clatrind cu Intoarcerea veziculei In zona initiald,

si

(3) prin fuziune completd si reciclare ca in cea de-a doua cale, dar vezicula de
endocitatda fuzioneazd mai Intai cu un endosom si veziculele mature se formeaza
ulterior prin Inmugurire din endosom (19).

In general, defectele genetice privind neurobiologia VS tind sa fie
encefalopatii cu debut timpuriu, care interfereaza sever cu neurodezvoltarea.
In consecints, intarzierea dezvoltirii asociatd cu dizabilitatea intelectuald sunt
prezente in aproape toate defectele descrise. Tinand cont de faptul ca unele
dintre aceste boli ar putea imita alte afectiuni neurometabolice (si In special
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tulburarile tratabile), se impune initial testarea metabolica extinsa prin analiza
de biomarkeri urinari, plasmatici si in lLc.r. Progresele evidente privind
genetica moleculara, cunostintele recente despre mecanismele fiziopatologice
si biomarkerii disponibili pentru diagnostic, precum si descrierile noilor
tulburari presinaptice, vor aduce un beneficiu important in diagnosticul si
potentialul terapeutic al acestor boli (19, 20, 100, 102).
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Fig. 44. Localizarea unor defectelor identificate in circuitul veziculelor de
secretie la nivelul extremitatii neuronale (modif. dupa 19).

Tabel XI. Caracteristici privind transmiterea genetica, respectiv date clinice ale
unor defecte din circuitul veziculelor de secretie ale neuronului presinaptic (19,
20):

Defectul | Transmiter Caracteristici clinice
genic e genetica
1. DNAJC6 Autosomal | Parkinsonism cu debut timpuriu, cu
recesiva raspuns pozitiv la administrarea de L-
Dopa
2. DNM1 Autosomal | Encefalopatie epiletica cu debut
(dinamin 1) | dominanta | timpuriu, sindrom Lennox-Gastaut,
West, hipotonie si dizab. intelectuala
3. DYT1 Autosomal | Distonie generalizata cu debut precoce
dominant
4. Sinapto- Distonie cu debut in copilarie si coree,
tagmina 1 dezvoltare motorie intarziata, dizab.
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Defectul | Transmiter Caracteristici clinice
genic e genetica
intelectualad profunda
5. Sinapto- Autosomal | Sindrom miastenic Lambert—Eaton si
tagmina 2 dominantd | neuropatie motorie non-progresiva
6. Sinapto- Autosomal | Retard psihomotor cu debut in
tagmina 14 recesiva copilarie si ataxie spinocerebelara lent
progresiva, atrofie cerebelara pro-
gresiva
7. SNAP 25 Autosomal | Epilepsie timpurie si retard in
dominantd | dezvoltare, hipotonie; anumite
polimorfisme in aceastd gena au fost
associate cu boli neuropsihice
8. STXBP1 Autosomal | Epilepsie in forme multiple, tulburari
dominantd | de miscare, tulburari din spectrul autist
dizab. intelectuald non-sindromica
9. STB1X Autosomal | Convulsii in conditii febrile, cu /fara
recesiva epilepsie
10. | SYN1 ? Gene responsabile pt. tulburari din
11. SYN2 ? spectrul autist, dizab. intelectuala,
foarte probabil legate de epilepsie;
aceste simptome apartin spectrului
neurologic al sinaptopatiilor
12. TPI Autosomal | Anemie hemoliticd, epilepsie, distonie,
recesivd | neuropatie axonald, retard psihomotor
cauzate de endocitoza deficitara

Conceptia generala a bolilor genetice de metabolism (BGM) s-a
dezvotat in ultimii 5 ani la interfata dintre biochimia clasicd si biologia celulara.
Acumularea cunostintelor de baza din neurostiinte oferd date noi privind
mecanismele moleculare recent identificate in defecte ale transportului
veziculelor cu neurotransmitator. Astfel, s-a aratat ca este necesara actualizarii
conceptului clasic de ,erori inndscute ale neurotransmiterii” care lua in
considerare principalele defecte ale sintezei, catabolismului si transportul
moleculelor mici de NT; vor fi deci incluse si defectele monogenice implicand
veziculelor sinaptice (VS) si mai ales acele defecte afectand circuitul normal al
VS, acestea modificand in final atat eliberarea, cat si ‘turnover’-ul neuro-
transmitatorilor. Cele mai comune manifestdri clinice nespecifice din aceste
boli includ epilepsia, dizabilitatea intelectuala, tulburdrile din spectrul autist si
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tulburari de miscare; toate aceste date clinice au fost Incadrate intr-un
continuum cu cele din patologia sinaptopatiilor. In plus, in mod interesant,
malformatiile cerebrale si procesele neurodegenerative sunt semne identificate
in cadrul acestei patologii afectand VS. Metabolomica, proteomica, genomica,
si alte tehnici similare vor furniza probabil biomarkeri specifici si vor contribui
la identificarea de tinte terapeutice in acest tip de boli severe (19, 20, 102).

Genetica raméane unul dintre cele mai fascinante domenii ale stiin-
telor contemporane. Descoperirile din acest domeniu s-au desfasurat intr-un
ritm rapid in special dupa cel de-al doilea razboi mondial; cunostintele
acumulate In ultimele decenii privind organizarea moleculara a cromatinei cu
structura genelor, compactarea cromatinei in cromosomi in cursul diviziunii,
particularitatile de structura si functie a acizilor nucleici etc, stau la baza
tehnicilor avansate introduse in biologia moleculard a acestor ani. In plus,
descifrarea genomului uman, elaborarea metodelor de terapie genica, a
metodelor eficiente de obtinere a organismelor transgenice, a modelelor
functionale ale unor organe - asa numitele “organoids” - obtinute pentru mai
multe tipuri de organe, inclusiv pentru structuri cerebrale, sau chiar
introducerea tehnicii de editare ADN (Crispr-Cas9) sunt apanajul geneticii
moleculare care a modificat profund biologia si medicina contemporana (42,
56-59, 95, 113).

Astfel, genetica umana este in ultimii ani In foarte mare masurd in
atentia specialistilor din domeniul medical, atat in privinta aspectelor practice
legate de identificarea la nivel molecular a peste 7050 de maladii genetice
(unele beneficiind de terapie specificd), cat si in dezvoltarea terapiilor
moderne; nu in ultimul rand, genetica umana sta la baza abordarilor
antropologice privind problemele conceptuale legate de specia umana (17, 18,
106).
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