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Concluzie și discuții...........................................................................................10 

 
 
 
 
 
 
 
Cuvinte cheie: microARN, sindrom Down, sarcină, diagnostic prenatal. 
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Introducere 
Sindromul Down (SD) este nu numai cea mai frecventă anomalie 

cromozomială autozomală dar și cea mai viabilă trisomie, fiind determinată în 
95% din cazuri de trisomia 21. Pentru moment, înțelegerea mecanismelor 
patogenice ale SD se bazeaza pe două teorii: teoria ‘dozajului genic’, care 
postulează expresia disproporționată a genelor de pe regiunile duplicate ale 
cromozomului 21 și teoria ‘instabilității dezvoltării’, care ia în calcul alterarea non-
specifică a expresiei genice (18, 24, 25). Diagnosticul prenatal al SD se bazează 
în primul rând pe proceduri invazive precum puncția vilozităților coriale (CVS) și 
amniocenteză (AF), cu un risc de pierdere a sarcinii de 1-2%  (1, 4). Mai multe 
studii clinice au validat analiza ADN-ului fetal liber circulant ca fiind o metodă cu 
mare sensibilitate și specificitate pentru screeningul aneuploidiilor, ceea ce a 
dus la implementarea clinică a testării prenatale non-invazive (NIPT) încă din 
anul 2011 (62). La 9 ani de la introducerea în clinică, NIPT rămâne un test 
costisitor și accesibil doar unui mic procent din populație. Deasemenea, este un 
test de screening ale cărui rezultate sunt exprimate în grade de risc.  
Probabilitatea de a nu obține un rezultat concludent din cauza prezenței reduse 
a ADN-ului fetal în sângele matern este unul dintre dezavantajele acestui test,  
din acest motiv este util doar după săptămâna a 10-a de sarcină. (18, 67).  

Riscurile asociate, costurile crescute și diagnosticul tardiv în sarcină prin 

metodele actuale de testare justifică eforturile de a descoperi o metodă non-

invazivă, cost-eficientă pentru diagnosticarea prenatală precoce a sindromului 

Down. În acest scop, microARN sunt candidați ideali, datorită stabilității lor 

crescute în lichidele biologice. 

MicroARN sunt molecule de ARN non-codant de dimensiuni mici (22-25 

de nucleotide), a căror principală acțiune este reglarea posttranscripțională a 

expresiei genice, și care au fost intens studiați și în vederea utilizării lor ca 

biomarkeri pentru diagnosticul non-invaziv al diverselor patologii datorită 

stabilității crescute în lichidele biologice (98,131-137).   

Plecând de la ipoteza conform căreia prezența a trei copii ale 

cromozomului 21 determină creșterea expresiei cu cel putin 50% a genelor 

corespondente (inclusiv a celor care codeaza microARN), prezentul studiu are 

ca obiectiv cuantificarea expresiei microARN cartați pe cromozomul 21 (dintre 

care doar cinci au fost confirmați experimental: miR-99a, let-7c, miR-125b-2, 

miR-155 și miR-802), prin qRT-PCR, cu scopul de a evalua posibilitatea utilizării 

acestora ca potențiali biomarkeri pentru diagnosticul prenatal al sindromului 

Down. În plus, ne-am propus să analizăm mecanismul alterării expresiei 

microARN maturi (transcripțional sau post-transcripțional) și să evaluăm 

impactul pe care microRNA diferențial exprimați îl au asupra transcriptomului în 

sindromul Down.  
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 Din cunoștințele noastre, aceasta este prima comunicare a unor date 

care indică posibilitatea alterării mecanismelor posttranscripționale ale 

microARN în context trisomic. De remarcat că la momentul inițierii studiului 

nostru (2014), în literatura de specialitate exista un singur articol publicat de 

catre Kotlabova et al. în care era analizată posibilitatea utilizării miR(21) ca 

biomarkeri pentru diagnosticul prenatal al sindromului Down (168).  

 

 Scopul și obiectivele studiului 
Scopul acestui studiu este 1) de evalua utilitatea microARN cartați pe 

cromozomul 21 ca biomarkeri pentru diagnosticul prenatal al SD, 2) de a analiza 

mecanismaul alterării expresiei acestor microARN maturi și 3) de a evalua 

impactul pe care microRNA diferențial exprimați îl au asupra transcriptomului 

amniocitelor și celulelor cardiace în sindromul Down. 

 În acest sens au fost atinse următoarele obiective: 

1. formarea lotului de studiu;  

2. cuantificarea microARN cartați pe cromozomul 21 și a clusterului 

specific-placentar miR-371/3 (folosit ca și control biologic) în probe 

biologice de vilozități coriale și lichid amniotic care provin de la sarcini 

cu sindrom Down și sarcini euploide; 

3. cuantificarea expresiei pri-microARN, corespunzători microARN maturi 

identificați ca având expresie semnificativ alterată, în probe biologice 

de vilozitati coriale și lichid amniotic care provin de la sarcini cu sindrom 

Down și sarcini euploide; 

4. cuantificarea expresiei let-7c în probe de placentă recoltate de la 

șoareci transgenici Dp(16)1Yey/+ (model experimental de sindrom 

Down); 

5. analiza statistică a rezultatelor de expresie genică;  

6. analiza bioinformatică a impactului dereglării expresiei microARN 

asupra expresiei genice la nivel placentar și fetal. 

 

Rezultate 
În acest studiu au fost incluse gravide care, la recomandarea medicului de 

obstetrică-ginecologie au urmat screeningul prenatal pentru aneuploidie. 

Recrutarea pacientelor în studiu s-a realizat între anii 2014-2016. Au fost incluse 

59 de paciente cu vârsta cuprinsă între 21 și 42 de ani, dintre care 23 au fost 

diagnosticate cu sarcină cu sindrom Down iar 36 cu sarcini normale, euploide. 

Vârsta medie a pacientelor cu sarcini control a fost 35,45 ani, iar a pacientelor 

cu sarcini trisomice 34,94 ani, fără diferențe semnificative din punct de vedere 
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statistic (p=0,7). În total, 34 de paciente au avut sarcini cu feți de sex feminin 

(F), iar 25 paciente au avut sarcini cu făt de sex masculin (M), fără diferențe 

semnificative în ce privește sexul fetal, între cele două loturi.  

Studiul s-a desfășurat conform principiilor de etică din cadrul Declarației 

de la Helsinki, după ce a fost obținută aprobarea comisiei locale de etică a 

Spitalului Clinic Județean de Urgență Timișoara (nr. 73/ 20 decembrie 2014).  

Materialul biologic a fost obținut de la paciente cu risc crescut de 

aneuploidie în urma screeningului prenatal prin biopsia vilozităților coriale (CVS) 

și amniocenteză (AC) de către obstetricieni cu experiență, ca parte a procedurii 

de diagnostic a unei eventuale aneuploidii. 

 
Studiul 1. Quantificarea expresiei microARN maturi exprimați de pe 

cromozomul 21 din probe biologice de lichid amniotic și vilozități coriale 

Evaluarea expresiei microARN de pe cromozomul 21 (miR(21)) în probe 

biologice provenite de la sarcini cu sindrom Down și sarcini euploide a fost facută 

prin qRT-PCR, folosind kitul TaqMan MicroRNA Cells-to-Ct kit (Ambion) și 

primeri TaqMan specifici. 
Contrar așteptărilor, niciunul dintre microARN exprimați de pe 

cromozomul 21 și cuantificabili (miR-99a, miR-125b-2, miR-155, let-7c ) nu au 

avut o expresie semnificativ diferențiată în sarcinile Down vs euploide. De 

remarcat existența unui trend de creștere a expresiei pentru miR-99a, miR-125b-

2 și miR-155 și de scădere a expresiei pentru let-7c, atât în probele de AF cât și 

în cele de CVS (Fig 1).  Menționez că miR-802 s-a amplificat după limita maximă 

de detecție stabilită (Ct=40) în peste 70% din probe, fiind considerat 

nedeterminat, motiv pentru care rezultatele obținute în urma analizei statistice 

nu au fost luate în considerare. 

Analiza expresiei miR(21) nu a identificat modificari semnificative în 

probele trisomice provenite de la sarcini cu făt de sex masculin, cand au fost 

comparate cu probe euploide de același sex, dar s-a observat un pattern de 

expresie opus între probele de vilozități coriale și cele de lichid amniotic.  

 În probele de lichid amniotic provenite de la sarcini cu feți de sex feminin, 

miR-99a a fost găsit semnificativ supraexprimat (FC=3,769; p=0,0005) în 

sarcinile cu sindrom Down comparativ cu cele euploide (Fig 2). De menționat că 

în cazul probelor de vilozități coriale provenite de la sarcini trisomice cu feți de 

sex feminin, toți miR(21) au fost supra-exprimați, dar nesemnificativ din punct 

de vedere statistic (Fig 2).  
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Fig 1. Modificarea nivelului de expresie a microARN maturi exprimați de pe cromozomul 

21, în probe biologice trisomice de AF și CVS;    

 

 
Fig 2. Modificarea nivelului de expresie a microARN maturi exprimați de pe cromozomul 

21, în probe biologice trisomice de AF și CVS provenite de la embrioni de sex feminin;                    

      P<0,001.       

 

Studiul 2. Quantificarea expresiei microARN maturi din cadrul clusterului 

miR-371-3, din probe biologice de lichid amniotic și vilozități coriale 

Evaluarea expresiei clusterului miR-371/3 în probe biologice provenite 

de la sarcini cu sindrom Down și sarcini euploide a fost facută prin qRT-PCR, 

folosind kitul TaqMan MicroRNA Cells-to-Ct kit (Ambion) și primeri TaqMan 

specifici. Am evaluat expresia acestui cluster specific-placentar, conservat în 

evoluție, cu rol de control în cadrul experimentului.   
 miR-371 a fost exclus din analiza ulterioară pentru că în peste 70% dintre 

probe s-a amplificat sub limita de detecție stabilită (Ct=40), fiind astfel considerat 

nedeterminat. Toti ceilalti microARN din cadrul clusterului miR-371-3 (miR-372, 
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miR-373, miR-373*) au fost găsiți subexprimați în probele de lichid amniotic 

provenite de la sarcini cu sindrom Down comparativ cu probele euploide (Fig 3). 

În probele de vilozități coriale, cu excepția miR-373* care este subexprimat, toți 

ceilalți microARN din cadrul clusterului sunt supraexprimați. Cu toate acestea, 

doar pentru miR-373 a putut fi probată o variație semnificativă statistic a 

expresiei (FC= 10,10; p= 0,02) (Fig 3). 

Analiza expresiei clusterului miR-371-3 nu a identificat modificări 

semnificative în probele trisomice de lichid amniotic sau vilozități coriale 

provenite de la sarcini cu făt de sex masculin sau feminin, cand au fost 

comparate cu probe euploide de același sex.  

 
Fig 3. Modificarea nivelului de expresie a clusterului miR-371-3, în probe biologice 

trisomice de AF și CVS;      P <0,05.  

 

Studiul 3. Quantificarea expresiei pri-microARN din probe biologice de 

lichid amniotic și vilozități coriale 

Am decis cuantificarea a 4 pri-microARN (pri-let-7c, pri-miR-99a, pri-

miR-155, pri-miR-373), corespunzători microARN maturi cuantificați anterior și 

care au prezentat nivele de expresie modificate semnificativ din punct de vedere 

statistic; pentru aceasta am folosit  kitul TaqMan Gene Expression Cells-to-Ct 

(Ambion) și primeri specifici. 

 Cu excepția pri-miR-99a, care este ușor crescut în probele de lichid 

amniotic (FC=1,11), similar de altfel miR-99a matur, toți ceilalți pri-miR 

cuantificați sunt subexprimați în probele trisomice, atât în lichid amniotic, cât și 

în vilozități coriale. Cu toate acestea, niciun pri-microARN analizat nu a 

prezentat modificări de expresie semnificative din punct de vedere statistic (Fig 

4). 
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Fig 4. Modificarea nivelului de expresie a pri-microARN, în probe biologice trisomice de 

AF și CVS. 

  

  Analiza pri-microARN în probe biologice de vilozități coriale și lichid 

amniotic asociate cu făt de sex masculin, nu a evidențiat modificări de expresie 

semnificative din punct de vedere statistic.  

În probele de vilozități coriale recoltate de la sarcini cu feți de sex feminin, 

toți cei patru pri-microARN prezintă variații de expresie semnificative statistic:  

pri-let-7c (FC= 0,094; p= 0,038), pri-miR-99a (FC= 0,198; p= 0,019) și pri-miR-

373 (FC= 0,092; p= 0,033) (Fig 5). În probele de lichid amniotic toți pri-miR 

prezintă o expresie crescută, dar nesemnificativ modificată (FC= 1,01-1,05) (Fig 

5). 

 

 
Fig 5. Modificarea nivelului de expresie a pri-microARN, în probe biologice trisomice de 

AF și CVS provenite de la embrioni de sex feminin. 
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Studiul 4. Quantificarea expresiei let-7c în probe de placentă de șoareci 

transgenici Dp(16)1Yey/+  

Pentru cuantificarea microARN și pri-microARN din probele de placentă 

de șoareci am optat pentru o metodă de izolare și purificare ARN de dimensiuni 

mici din probe biologice (kitul mirVana miRNA Isolation, Ambion), urmat de 

revers-transcripție (kitul TaqMan MicroRNA Reverse Transcription, applied 

biosystems) și cuantificarea prin qPCR (kitul Universal Master Mix no UNG II, 

Applied Biosystems) folosind primeri specifici. 

 Similar expresiei în probele de vilozități coriale umane, let-7c este 

subexprimat și în probele de placentă de șoarece (FC=0,7), dar modificările nu 

sunt semnificative din punct de vedere statistic (valoarea p=0,17) în placenta 

șoarecilor transgenici comparativ cu cea provenită de la șoareci normali.  

 Analiza expresiei let-7c în funcție de sexul embrionilor, a evidențiat o 

scădere a expresiei let-7c atât în probele de placentă asociate embrionilor de 

sex feminin, cât și în cele asociate embrionilor de sex masculin, fără modificări 

semnificative de expresie în placenta șoarecilor transgenici comparativ cu cei 

normali.  

 

Studiul 5. Analiza bioinformatică a microARN semnificativ diferențiați 

Pentru a releva semnificația biologică a supra-expresiei miR-99a în 

probele de lichid amniotic, am folosit algoritmul miRWalk3.0 pentru a determina 

lista de gene țintă ale miR-99a și am obținut 2134 gene (intrări unice) care sunt 

ținte potențiale a miR-99a. Apoi, am comparat această listă de gene cu setul de 

gene diferențial exprimate în amniocite (GSE16176) și țesut cardiac fetal 

(GSE1397, GSE1789) cu SD, rezultate după analiza Geo2R (p ajustat <0.05), 

și am obținut două seturi de 187 și, respectiv, 208 gene diferențial exprimate în 

sindromul Down și posibile ținte ale miR-99a (175,176). Analiza ontologică 

efectuată ulterior folosind algoritmul GATHER (p ajustat <0.05, factor Bayes 

10) a evidențiat două căi de semnalizare semnificativ exprimate ca potențiale 

ținte ale miR-99a atât în amniocite cât și în celulele fetale cardiace trisomice: 

adeziunea focală și interacțiunea receptorilor citokin-citokinici. 

Pentru a evalua semnificația biologică a expresiei scăzute a let-7c în 

probele de vilozități coriale, am analizat impactul pe care acesta îl are asupra 

expresiei genice la nivel placentar. În urma analizei de predicție miRWalk3.0 am 

obținut 1828 gene care interacționează semnificativ cu let-7c și a căror expresie 

poate fi influențată de alterarea expresiei let-7c. Pentru a evalua care dintre 

aceste gene sunt diferențial exprimate în placente provenite din sarcini cu 

sindrom Down, am interogat setul de date GSE70102 (GEO DataSets), iar în 

urma analizei Geo2R am obținut 1786 gene diferențial exprimate în probele de 
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placentă cu trisomie 21 (p<0,05, dupa corecție Benjamini  Hochberg) (217). 

Dintre acestea, 214 gene se regăsesc în lista de gene care interacționează cu 

let-7c conform miRWalk, fiind potențiale ținte ale expresiei alterate a let-7c. 

Analiza ontologică efectuată ulterior folosind algoritmul GATHER (p ajustat 

<0.05, factor Bayes 10) a evidențiat cinci căi de semnalizare semnificativ 

exprimate în placenta sarcinilor trisomice ca potențiale ținte ale let-7c: Jak-

STAT, adeziuni focale, interacțiunea citokine-receptori pentru citokine, căile de 

semnalizare ale insulinei și apoptoza. 

 

Discuții și concluzii  
Ipoteza de la care am pornit este că prezența a trei copii (totale sau 

parțiale) ale cromozomului 21 determină supraexpresia microARN cartați pe 

cromozomul 21 (miR(21)), iar aceasta se va regăsi la nivelul vilozităților coriale 

si a celulelor amniotice. Cu toate acestea, expresia majorității miR(21) nu este 

semnificativ modificată din punct de vedere statistic în probele de lichid amniotic 

și vilozități coriale provenite de la sarcini cu trisomie 21 comparativ cu sarcini 

normale. Analiza expresiei miR[21] din probele de lichid amniotic provenite de 

la sarcini cu făt de sex feminin și sindrom Down comparativ cu sarcinile euploide 

de același sex a arătat o expresie semnificativ crescută a miR-99a, dar nu și a 

pri-miR-99a, ceea ce sugerează alterarea mecanismului de formare și/sau de 

menținere a stabilității hsa-miR-99a la feții de sex feminin. Rezultatele obținute 

sunt promițătoare dar este evident că sunt necesare mult mai multe studii, care 

să includă un număr mai mare de cazuri, pentru a demonstra utilitatea miR-99a 

ca biomarker pentru diagnosticul prenatal (eventual non-invaziv) al sindromului 

Down.  

Un alt scop al acestui studiu este de a evalua impactul pe care miR[21] 

diferențial exprimați îl au asupra defectelor congenitale cardiace în sindromul 

Down. Supra-expresia miR-99a în probele de lichid amniotic provenite de la 

sarcini trisomice cu făt de sex feminin poate altera semnificativ căile de 

semnalizare implicate în morfogeneza cardiacă. Dezvoltarea cardiacă implică 

etape multiple, parțial suprapuse, controlate de o rețea conservată evolutiv de 

căi de semnalizare și de reglatori ai transcripției, dintre care microARN în 

general (și în particular, miR-99a, prin alterarea semnalizarii Nodal1/Smad2)) 

joacă un rol important (181, 187, 222). Multiple dovezi indică asocierea expresiei 

miR-99a cu defectele cardiace la feții de sex feminin cu SD (180). În plus, miR-

99a este implicat precoce în cardiomiogeneză, iar creșterea nivelurilor 

plasmatice ale miR-99a a fost asociată cu prezența defectelor cardiace fetale 

congenitale. Dată fiind comunicarea bidirectională rapidă între făt și lichidul 
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amniotic, este absolut plauzibil ca inima fetală să fie o posibilă sursă a miR-99a 

plasmatic (182,183).  

 Folosind algoritmul GATHER, analiza căilor de semnalizare KEGG a 

posibilelor ținte ale miR-99a exprimate în amniocitele SD și țesutul cardiac fetal, 

indică două căi de semnalizare conservate: interacțiuni focale de adeziune și 

interacțiuni cu receptorii citokin-citokinici. 

 Datele noastre sugerează că supraexpresia miR-99a în lichid amniotic 

nu este un eveniment transcripțional, ci mai degrabă o alterare a mecanismului 

de degradare a formei mature a microARN. Distrugerea microARN este mai 

puțin cunoscută decât biogeneza, iar mulți factori (de la organizarea genomică, 

heterogenitatea structurală și modificările post-transcripționale, până la 

multitudinea targeturilor și contextul biologic) sunt cunoscuți ca modulatori ai 

degradării microRNA (208).  

Din cunoștințele noastre, acesta este primul raport care indică o 

stabilitate alterată/degradare a unui microARN în mediul trisomic, oferind un nou 

posibil mecanism molecular pentru înțelegerea dozajului genic în sindromul 

Down. 

Deși miR-99a este singurul miR(21) semnificativ exprimat din punct de 

vedere statistic, este important de menționat că, contrar așteptărilor, let-7c are 

o expresie scăzută atât în probele de lichid amniotic, cât și în cele de vilozități 

coriale, iar patternul de expresie se regăsește în expresia similară a 

transcriptului primar, pri-let-7c, care este semnificativ sub-exprimat în probele 

de vilozități coriale. Rezultatele au fost confirmate prin repetarea experimentului 

din probe de placentă de șoareci transgenici Dp(16)1Yey/+, însă, similar hsa-

let-7c, modificările nu au fost semnificative statistic. Aceste date sugerează că 

modificările de expresie ale formelor mature ale microRNA în sindromul Down 

pot avea cauze diferite, operante la nivel transcripțional sau post-transcripțional. 

Analiza bioinformatică pe care am realizat-o utilizând genele țintă ale let-

7c și diferențial exprimate în placentele trisomice, a descris 5 căi de semnalizare: 

Jak-STAT, adeziuni focale, interacțiunea citokine-receptori pentru citokine, căile 

de semnalizare ale insulinei și apoptoza, efectul expresiei let-7c asupra primelor 

trei fiind, cel mai probabil, mediat de interacțiunea cu lin28 (105-107). 

Cu toate că sunt necesare date suplimentare privind anomaliile cardiace 

în sarcinile cu sindrom Down pe care le-am evaluat, îndrăznim să propunem o 

posibilă noua asociere între nivelul de expresie a miR-99a în lichidul amniotic și 

defectele cardiace la feții de sex feminin, în general, și sindrom Down, în special. 

Sunt necesare studii suplimentare pe un lot mult mai mare de probe, pentru a 

înțelege dacă nivelul semnifi.cativ crescut al expresiei miR-99a în lichidul 

amniotic este predictiv pentru defectele cardiace fetale și dacă modificările 
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sugerate de alterare a procesării post transcripționale/ degradare sunt de 

asemenea prezente la feții de sex masculin cu sindrom Down (222). 
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