UNIVERSITATEA DE MEDICINA S| FARMACIE
“VICTOR BABES” TIMISOARA
MEDICINA GENERALA
DEPARTMENTUL DE GENETICA MEDICALA

JURCA-SIMINA IULIA-ELENA

TEZA DE DOCTORAT

STRATEGII DE EVALUARE ALE PATOLOGIEI
GENETICE CORELATE PROGRESULUI
TEHNOLOGIC S| INFORMATIC

Coordonator stiintific

PROF. UNIV. DR. PUIU MARIA

Timisoara
2019



CUPRINS

Lista publicatiilor..............coccvviiiiiii Vil
ADTEVIEIT ..ttt VIII
INdexXul tabelelor ...........oviiiii IX
INdeXUl fIQUIIIOL .....oeeiie e e X
DeAICALIE ....eiieeeieee e Xl
MURUMIMT. o X1l
Declaratia autorilor ............cccccoiiiiiiiiiii XV
INTRODUCERE ....... o e XVI

PARTEA GENERALA
1. GENETICA MEDICALA- PREZENTARE GENERALA...........ccuu..... 1
1.1 De la Mendel la genomica moleculara...............cccooevvveeeenenns. 2
1.1.1 GeNetiCa ClaSICA.........cuveiieeiiiiiiiiiiiiee e 2
1.1.2 Genetica moleculara ... 8
1.1.3 Genomica moleculard ............coooeeeeieieiieeeeeeeen 10
1.2 Definitia si clasificarea bolilor genetice.................ccccvveeennnee. 12
1.3 Actualitati Tn bolile rare ............ccooceiiiii 13
1.3. 1 DefiNitiE .. 13
1.3.2 Prevalenta...........cccccoeiiiiiiiiiiiiiii 13
1.3.3 Odiseea diagnostica in bolile genetice rare.................. 17

1.3.4 Abordarea globala a dificultatii de management in bolile



1.3.5.2. Organizarea asistentei sanitare si sociale in bolile

1= 1 ST 23
1.3.5.3. Registre de boli rare............cccccuvvviiiiiiiiiiiniiiiinnns 25
1.3.5.4. Testarea genetica si screening-ul neonatal ........ 25
1.3.5.5. Ghiduri si activitati educationale ........................ 27
1.3.5.6. Resurse informative pentru bolile rare................. 28
1.3.5.7. Activitati de cercetare in bolile rare .................... 29
1.3.5.8. Integrarea bolilor rare in politicile si serviciile

SOCIAIE....cei it 30

1.3.5.9. Medicamente orfane............cccuvvveeiiiiiiiiinnieiinnnnns 32

1.4 Diabetul tip 2 (T2DM) ca si boala genetica multifactoriala..... 32
1.4. 1 DEfiNiti....cceeeeiiiiiiiieieeee e 32
1.4.2 PrevalentS.........coocoiviiiiiiiie e 33
1.4.3 Factori cheie in dezvoltarea diabetului de tip 2............. 35
1.4.4 Supraponderea si obezitatea in relatie cu T2DM.......... 36
1.4.5 Ereditatea si genetica T2DM..........ccccceviiiiiiniiiiiiinnens 37

1.4.6 Scorul FINDRISC — un instrument simplu si sensibil Tn
evaluarea predispozitiei pentru T2DM.........cccccceeeenns 39

PARTEA SPECIALA — CONTRIBUTII PROPRII
2. TEMELE CERCETARII ...eoiii e 40

2.1 Strategii de evaluare a patologiei genetice corelate progresului
tehnologic si informatic Tn Romania ..............cccceeeiiiinncee, 40

2.2 Evaluarea riscului de dezvoltare a diabetului zaharat de tip 2,
tulburare multifactoriala cu o componenta genetica complexa.......... 42

3. STRATEGII DE EVALUARE A PATOLOGIEI GENETICE
CORELATE PROGRESULUI TEHNOLOGIC SI INFORMATIC N
ROMANIA ..ottt 44

3. ODIECHIVE oo 44



3.2 Material Si Metode ........ccoviiiiiiiiiiiiieeeee e 45
3.2.1 DemMOgrafi€........cccooeeeeeeeeeeeee 45
3.2.2 Populatia studiului .........cccoooiviiiiiiiiiiiiii 46
3.2.3 Evaluarea clinica si investigatiile....................cocceeee 46
3.2.4 Testarea genetiCa........ccccoovvveiiiiiiiiin i, 47
3.2.5 Analiza datelor............ceveiiiiiiiiiiiice 53

3.3 REZUNALE ...t 54

3.3.1 Adresabilitatea pacientilor ti provenienta geografica a
acestora in Centrul Regional de Genetica Medicala in
Romania pe perioada a 4 ani de activitate.................... 54

3.3.2 Contributia la datele epidemiologice ale bolilor genetice
TN ROMANIA.......iiiiii e 57

3.3.3 Prevalenta diferitelor categorii de boli genetice (in
concordantd cu ICD-11) ......cc.coocvviiiiiiiiinciec e, 60

3.3.4 Rata de diagnostic a testarilor genetice realizate in
cadrul Centrului de Medicina Genomica a Universitatii de
Medicina si Farmacie “Victor Babes” din Timisoara......63

3.3.5 Strategii de evaluare a patologiei genetice corelate
progresului tehnologic si informatic, aplicabile in
ROMANIA......ceeiiiiii e 63

B4 DISCULII ..ttt 70

3.4.1 Adresabilitatea pacientilor si provenienta geografica a
acestora in Centrul Regional de Genetica Medicala in
Romania pe perioada a 4 ani de activitate.................... 70

3.4.2 Contributia la datele epidemiologice ale bolilor genetice
T {0 0= g1 - 70

3.4.3 Prevalenta diferitelor categorii de boli genetice (in
concordanta Cu ICD-11) .....oooeeiiiiiiiiiiiie e 71

3.4.4 Rata de diagnostic a testarilor genetice realizate in
cadrul Centrului de Medicina Genomica a Universitatii de
Medicina si Farmacie “Victor Babes” din Timisoara......72



3.4.5 Strategii de evaluare a patologiei genetice corelate
progresului tehnologic si informatic, aplicabile in
ROMANIA.........cooiiiii 73

3.4.6 Sumarul pozitiei Romaniei in ceea ce priveste
implementarea nevoilor cheie ale comunitatii bolilor

=1 (ST 86
IR T o1 2= PR 88
I ST O0a] o (310 4 | TR 89

4. EVALUAREA RISCULUI DE DEZVOLTARE A DIABETULUI
ZAHARAT DE TIP 2, TULBURARE MULTIFACTORIALA CU O

COMPONENTA GENETICA COMPLEXA......ccii i, 90
4.1 ODIECHIVE ..o 90
4.2 Materiale Simetode ........coooveeeeeeeeeee 90

4.2.1 Criterii de excludere ...........ccuevveeeeiiiiiiiiieceeee 91
4.2.2 Conditii pentru inCludere ..........cccccooviiiiiiiiieieeniiine 91
4.2.3 ANITOPOMELIIE ...ttt 91
4.2.4. Estimarea procentului de tesut adipos (PBF) prin
bioimpedanta electriCa ..o 92
4.2.5. Modelul de predictie FINDRISC ...........cccccoeiviiiinennnnne. 93
4.2.6. Analiza datelor .............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieees 95
4.3 REZURALE ... 95

4.3.1 Date epidemiologice din Romania privind excesul
ponderal si obezitatea la adulti tineri aparent sanatosi . 95

4.3.2 Utilitatea aplicarii chestionarului FINDRISC unei populatii
de indivizi tineri, sanatosi, din Romania....................... 96

4.3.3 Asocierea procentului de tesut adipos corporal obtinut
prin bioimpedanta electrica cu modelul de predictie
FINDRISC in vederea unei analize mai eficiente a
riscului de a dezvolta diabet zaharat de tip 2................ 98

4.4 DISCULI...vviiiiiiiiiii i 99



Vi

4.4.1 Date epidemiologice din Romania privind excesul
ponderal si obezitatea la adulti tineri aparent sanatosi .99

4.4.2 Utilitatea aplicarii chestionarului FINDRISC unei populatii
de indivizi tineri, sanatosi, din Romania..................... 101

4.4.3 Asocierea procentului de tesut adipos corporal obtinut
prin bioimpedanta electrica cu modelul de predictie
FINDRISC in vederea unei analize mai eficiente a

riscului de a dezvolta diabet zaharat de tip 2.............. 101

R N 11 = | PSSR 104
4.6 CONCIUZIT..cvviiiiiiiiiiiiee e 104

5. REMARCI FINALE ..o 106
5.1 ConCluzii gENETAIE .........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 106
5.2 Evaluare critica a cercetarii...........cocouuvumummmmiimiiiiiiiiiiiiiinnnnns 112
5.3 Perspective de CErCetare ......ccooueevviiiiiiiiiiiiie e 113
REFERINTE ... 114



INTRODUCERE

O boala genetica este orice patologie cauzata de o anomalie in genomul
unui individ, de la modificari cromozomiale la scara larga pana la mutatii
punctiforme (variante).

Bolile genetice pot fi cauzate de o varianta patogena sau probabil
patogena intr-o gena (boli monogenice cu transmitere Mendeliana, prezente
inca de la conceptie), in mai multe gene (boala cu transmitere poligenica sau
multifactoriald), printr-o combinatie de variante genice si factori de mediu
(mutatii dobandite intr-o gena sau un grup de gene care apar intamplator in
timpul vietii unei persoane sau din cauza unei expuneri unui mediu toxic sau
iradiant), prin modificari cromozomiale (ex. numarul sau structura unui
cromozom, unitatea care poarta genele; pierderea numarului de copii (sau
microdeletiile) si castigul in numarul de copii (sau sindroame de microduplicatie),
sau disomii uniparentale (UPD) sau prin transmitere mitocondriala (4).

Aproximativ 3-4% dintre toti indivizii nascuti sunt afectati de tulburari
congenitale sau cu debut precoce, care genereaza, in general, dizabilitati
cronice cu influenta critica asupra vietii persoanelor afectate si a familiilor lor,
precum si asupra sistemului de sanatate. In ciuda progreselor remarcabile in
politici, tehnologie si bioinformatica, povara bolilor genetice rare este resimtita
la nivel mondial, ridicand probleme specifice in raport cu raritatea lor. in prezent,
exista aproximativ 8.000 de astfel de boli genice, catalogate in bazele de date
OMIM (9), Orphanet (10) si DECIPHER (11). Pentru aproximativ 5856 dintre
aceste boli a fost descoperita o gena asociata, dintre care 3.573 sunt
caracterizate ca “actionabile” clinic intr-un anumit grad (10,12). Bolile rare
reprezinta un grup larg si heterogen, dar cu spectru fenotipic larg, de aceea
acestea vor reprezenta prima directie careia i se va adresa aceasta lucrare, un
accent deosebit fiind oferit aspectelor epidemiologice si de diagnostic din vestul
Romaniei si catre stadiul actual al tehnologiei si informatiei bolilor genetice rare
h Romania.

Pe de alta parte, o directie particulara a tezei va fi abordarea unei boli
multifactoriale, diabetul zaharat de tip 2 (T2DM). Tn ciuda eforturilor globale n
medicina si cercetare pentru prevenirea T2DM, a fost estimat un numar total de
422 milioane de adulti diagnosticati cu diabet in 2014 (90% cu T2DM),
comparativ cu 108 milioane in 1980, reflectand o crestere a factorilor de risc
asociati, cum ar fi obezitatea si factorii de mediu si de stil de viata (21,22). Ca si
tulburare multifactoriala cu prevalenta critica si in crestere, si deoarece testarea
genetica pentru a confirma o predispozitie in a dezvolta T2DM nu este posibila
actualmente, T2DM ar trebui sa beneficieze de o abordare preventiva riguroasa



si instrumente pentru a obtine scaderea factorilor de risc modificabili cum sunt
greutatea excesiva si obezitatea.

Dupa cum s-a demonstrat deja, acumularea de grasime viscerala sau
procentul de tesut adipos corporal (VFA) contribuie la disfunctia tesutului adipos
si T2DM (24-26). VFA poate reprezenta un indice simplu masurabil prin analiza
impedantei bioelectrice (BIA), chiar daca utilitatea acestei tehnologii in practica
medicald este controversata. Poate acesta este motivul pentru care nu a fost
luat in considerare faptul ca VFA poate fi un element de incredere in evaluarea
riscului de dezvoltare a T2DM. Scorul FINDRISC este unul dintre cei mai folositi
algoritmi de evaluare a riscului pentru T2DM in multe tari din Europa si nu numai
si cuprinde 8 itemi: varsta, IMC, circumferinta taliei masurata sub coaste,
activitatea fizica zilnica, frecventa consumului de legume, fructe sau fructe de
padure , frecventa administrarii medicamentelor pentru hipertensiune arteriala,
istoric de hiperglicemie, istoric familial de diabet (tip 1 sau tip 2) (27,28). Studiul
nostru isi propune sa stabileasca daca asocierea procentului de grasime
corporala cu scorul FINDRISC duce la o mai buna predictie a diabetului zaharat
tip 2.

RESEARCH QUESTIONS AND SPECIFIC OBJECTIVES

Astfel, teza prezinta doud directii principale de cercetare:

I.  Strategii de evaluare a patologiei genetice corelate progresului
tehnologic si informatic in Romania

Il. Evaluarea riscului de dezvoltare a diabetului zaharat de tip 2,
tulburare multifactoriald cu o componenta genetica complexa

Obiectivele specifice pentru sustinerea principalelor directii de cercetare
sunt urmatoarele:

I.1. Determinarea adresabilitatii pacientilor si provenienta lor geografica la
un centru regional de genetica medicala din Roménia pe parcursul a
aproape 4 ani de activitate

[.2. Contributia la datele epidemiologice privind bolile genetice din Romania,
prin descrierea grupului de pacienti avand un diagnostic de suspiciune

I.3. Estimarea prevalentelor diferitelor categorii de tulburari genetice din
intreaga cohorta de pacienti, conform noului ICD-11 privind statistica
mortalitatii si morbiditatii

I.4. Furnizarea ratei de diagnostic a testarilor genetice in Centrul Regional
de Genetica Medicala Timis impreuna cu Centrul de Medicina Genomica
din cadrul Universitatii de Medicina si Farmacie ,Victor Babes” Timisoara



I.5. Propunerea strategiilor de evaluare a bolilor genetice corelate cu
progresul tehnologic si informatic, aplicabile in Romania

1.6. Sumarul pozitiei Romaniei in ceea ce priveste implementarea nevoilor-
cheie ale comunitatii de boli rare, din punctul de vedere al Centrului
Regional de Genetica Medicala Timis si al Centrului pentru Medicina
Genomica din cadrul Universitati de Medicina si Farmacie ,Victor
Babes” Timisoara

[I.L1. S& contribuie la datele epidemiologice privind excesul de greutate si
obezitatea la populatia tdnara sanatoasa din Romania, ca factor de risc
important pentru dezvoltarea diabetului zaharat de tip 2

[1.2. S& ofere sumarul aplicarii chestionarului FINDRISC unei populatii de
indivizi tineri, sanatosi, din Romania

[1.3. S& investigheze daca procentul de tesut adipos corporal obtinut prin
bioimpedanta electrica poate fi asociat modelului de predictie FINDRISC
in vederea unei analize mai eficiente a riscului de a dezvolta diabet
zaharat de tip 2.

STRATEGII DE EVALUARE A PATOLOGIEI
GENETICE CORELATE PROGRESULUI
TEHNOLOGIC SI INFORMATIC iN ROMANIA

MATERIALE S| METODE

Studiul retrospectiv de cohorta a evaluat 1038 pacienti referiti pentru
evaluare genetica la Centrul Regional de Genetica Medicala Timis (RCMGT),
afiliat Spitalului de Urgenta pentru copii ,Louis Turcanu”, intre 2015 si noiembrie
2018.

Toti pacientii referiti au fost inclusi in grupul de evaluare, dar nu si in
analiza datelor din cauza informatiilor insuficiente.

Au fost colectate date de evaluare clinica cuprinzatoare pentru fiecare
persoand, asa cum se solicita in fisa de consult a geneticii medicale a RCMGT,
inclusiv: demografia si informatiile generale ale pacientului, istoricul familial al
bolilor, date despre perioada antenatald si perinatald, istoricul fiziologic
personal, simptomele si istoricul medical patologic, constatari clinice ale
examinarii  fizice, documentatia rezultatelor investigatiei relevante,
medicamente, alte informatii.



Pacientilor care prezinta caracteristici dismorfice li s-a solicitat sa
completeze un acord pentru a permite fotografii si a facilita diagnosticul.

Planul de investigatii pentru fiecare pacient este personalizat, urméand
unul dintre cele cinci scenarii posibile:

1) recomandarea testelor suplimentare si a evaluarilor expertilor
necesare Tnainte de testarea genetica pentru a sustine diagnosticul
suspectat;

2) cand se prezinta cu un fenotip specific pentru o boala genetica ce
poate fi confirmata prin testare genetica, pacientii sunt rugati sa
completeze consimtamantul informat pentru testarea genetica si este
prelevat un esantion biologic,

3) cand un test genetic nu este disponibil pentru moment, ADN-ul
pacientului poate fi pastrat pentru cercetari ulterioare, cu
consimtamantul informat,

4) necesitatea reevaluarii clinice genetice intr-o perioada determinata,
daca se suspecteaza o tulburare, dar fara caracteristici suficiente
pentru a fi supus procesului de diagnostic,

5) o boala genetica este exclusa dupa o evaluare completa.

Pacientii au efectuat teste specifice la decizia medicul genetician clinic.
Servicile de testare genetica din Romania sunt comandate si furnizate in
conformitate cu politica nationala actuala, gratuita atat pentru copii, cat si pentru
adultii inscrisi in Programul National de Sanatate a Femeilor si Copilului,
Subprogramul V1.3, Prevenirea malformatiilor congenitale prin diagnostic pre si
postnatal (69). Testele genetice au fost efectuate la Centrul de Medicina
Genomica de la Universitatea de Medicina si Farmacie ,Victor Babes” din
Timisoara, ID-ul POSCCE ID: 1854, cod SMIS: 48749, contract 677/ 09.04.2015
(cariotip clasic; FISH (10 regiuni specifice), PCR (50 de variante), sindromul X
fragil; SNP array (cariotip molecular); paneluri de secventiere de noua generatie
(NGS): panel TruSight Cardio (174 gene) si panel TruSight One (4813 gene)).
Testele care indisponibile Th Centrul nostru au fost efectuate in colaborare cu
alte centre regionale romanesti de genetica medicala (Dolj, lasi, Bucuresti, Cluj).

Un consimtamant scris standard a fost semnat de parintii/ tutorii copiilor
sau de pacientii insisi daca acestia prezentau peste 18 ani.

Daca a fost confirmat un diagnostic, pacientul sau parintii/ tutorii lui au
fost rugati sa se prezinte pentru o alta consultatie in ambulatoriu pentru a fi
informati despre managementul global al bolii, despre evaluarea clinica initiala,
abordarile posibile cu privire la tratament, prevenirea complicatiilor, monitorizare
periodica si pentru consiliere genetica.



Statistica descriptiva pentru acest studiu retrospectiv de cohorta a fost
efectuata folosind IBM SPSS Statistics v23, pe variabile selective de grup si
prezentate ca procente si medii.

Prevalenta diferitelor categorii de boli genetice a fost calculata din grupul de
pacienti si in conformitate cu ICD-11 pentru Statistica Mortalitatii si Morbiditatii (ICD-
11 MMS), versiunea 2018 (99).

Rata de diagnostic (valoarea predictiva pozitiva pentru diferite teste genetice)
a fost calculaté ca proportia rezultatelor pozitive a fiecarui test pentru toti pacientii
testati pentru acel test specific.

REZULTATE $I DISCUTII

Registrul de pacienti local al RCMGT include aproape 1000 de pacienti
unici care au beneficiat de o consultatie genetica Tn ultimii 4 ani de activitate,
avand un numar triplat de pacienti in 2018, comparativ cu 2015. Pacienti din
intreaga Roméanie s-au prezentat pentru consultatie genetica, majoritatea dintre
ei apartinand celor 4 judete alocate RCMGT (TM-45%, AR-11,8%, CS-9,9%,
HD-7,7%), dar si 6,2% din judetul Mehedinti si 19,5% din alte 30 de judete
romanesti. Desi RCMGT serveste locuitori din 4 judete, 25,6% dintre pacientii
vizati sunt din restul tarii. Avand in vedere numarul de pacienti cu diagnostic de
suspiciune de boli genetice, prevalenta acestora in cele 4 judete alocate
RCMGT a fost estimata la 0,0436%, iar pentru judetul Timis la 0,0668%. Acest
fapt demonstreaza o imbunatatire la nivel national a accesului la informatii atat
pentru specialisti, cat si pentru pacienti, precum si pentru serviciile medicale
privind bolile genetice rare.

In ceea ce priveste forma de prezentare in clinicd, 429 de pacienti unici
au fost internati in sectia Clinica de Genetica Medicala, 411 au fost consultati in
ambulatoriu, 140 au fost referiti pentru consultare de catre alte unitati spitalicesti
si 58 de pacienti au fost adresati din Bucuresti, Cluj-Napoca, Craiova, lasi si
Oradea, avand examinarea clinica si paraclinicda completda, numai pentru
efectuarea NGS.

60% dintre pacienti sunt stabiliti Tn mediul urban, in timp ce 40% in
mediul rural. 467 persoane au fost examinate din judetul Timis, 58% provenind
din zone urbane si 42% din sate si comune.

Un numar din ce in ce mai mare de pacienti au fost evaluati in RCMGT
n cei 4 ani de activitate 2015-2018. In 2018, numarul de noi pacienti unici care
au beneficiat de un consult genetic lunar a fost in medie de 35.

S-a estimat o prevalenta foarte scazuta a populatiei afectate de boli
genetice in comparatie cu datele epidemiologice internationale, cu siguranta



datorate subdiagnosticarii si agregarii in centrul nostru a unui numar mic de
pacienti care prezinta anomalii de dezvoltare si/ sau deficienta intelectuala
datorita calitatii de membru a retelei europene ITHACA. De exemplu, domeniul
oncologic si, din pacate, altele nu sunt inca acoperite de expertiza noastra.
Cohorta noastra este dominata de pacienti de sex masculin si de cei stabiliti in
zona urbana, distributii mentinute mai ridicate in toate caracteristicile examinate
ulterior. Predominanta masculina s-ar putea datora unui numar mai mare de
pacienti cu dizabilitati intelectuale la sexul masculin datorita sindroamelor legate
de X. In ceea ce priveste varsta la prima prezentare pentru diagnostic, copiii Si
adolescentii au fost majoritari, majoritatea de la 1 la 7 ani (32%), urmati de
subgrupul de 7-14 ani si sugari, dar si de 16% pacienti adulti. Aceste prezentari
tardive sustin ,odiseea diagnosticului” recunoscuta pe scara larga in domeniul
bolilor rare, impreuna cu o rata de morbiditate crescuta, impunand referirea
anterioara la specialisti (17,18).

Cele mai frecvente au fost anomaliile cromozomiale, incluzand
sindroame de microdeletie / microduplicatie (203 pacienti, de asemenea cu
trisomie 21), urmate de afectiuni cu intarziere a dezvoltarii intelectuale ca
trasatura clinica relevanta (195 de pacienti), anomalii sau sindroame de
dezvoltare multiple (179 de pacienti) ) si anomalii de dezvoltare nespecificate
(172 de pacienti). 5,5% dintre pacienti au fost referiti cu suspiciunea de
cardiomiopatie hipertrofica de etiologie genetica, majoritatea la varsta adulta, iar
acest procent ridicat se datoreaza unei coroborari strinse a RCGMT cu Centrul
de expertiza pentru bolile rare in domeniul bolilor cardiovasculare rare din Sectia
[ll de Cardiologie, structura Institutului de Urgenta pentru Boli Cardiovasculare
,Prof. C.C. lliescu "Bucuresti.

De asemenea, am analizat prevalenta unor boli specifice in grupul nostru
de pacienti. Sindromul Down a avut o prevalenta de 7,7% in cohorta noastra si
una de 39,8% in grupul anomaliilor cromozomiale. Sindromul Down a fost urmat
de sindromul X Fragil, Noonan si Marfan.

n cohorta noastra, ceea ce am observat in primul rand a fost o scidere
constanta a cariotiparii de-a lungul anilor si o crestere a ratelor de diagnostic
(17,9% in 2016 si 26,4% in 2018), deoarece SNP array ofera sanse mai mari de
a diagnostica deletii si duplicatii cromozomiale. Pacientii cu dizabilitati
intelectuale, cu sau fara malformatii, au avut o rata de diagnosticare de 20,5%
prin analiza SNP array, comparativ cu literatura (8-12% (103)). In ceea ce
priveste panelurile NGS, ratele de diagnostic molecular au fost ridicate atat
pentru panelurile Cardio, cat si pentru cele de ,exom clinic” extins, comparativ
cu literatura de specialitate (11,3% (104), 26% (105)), demonstrand, de
asemenea, o evaluare clinica adecvata. Au fost descoperite Si noi variante



asociate bolii (date care nu sunt detaliate in aceasta lucrare), necesitand
investigatii suplimentare care trebuie confirmate si stabilirea unei fenotipuri si a
unei strategii de gestionare mai bune pentru acesti pacienti.

Rata de diagnosticare ridicata arata o corelatie fenotip-genotip buna atéat
n clinici cat si in laborator, precizie si interpretare sistematica a datelor, conform
tendintelor actuale de cercetare. Aceste rate oferd mai multa certitudine si curaj
n munca privind bolile genetice rare. De asemenea, ofera pacientilor romani,
sanse similare pentru un diagnostic acasa, si nu in strainatate. in prezent,
RCGMT dispune si de secventializarea intregului exom pentru o acoperire mai
largd a patologiei, dar lipsa resurselor umane si bugetare restrictioneaza
alocarea testului / pacient. Secventializarea intregului genom ar trebui sa
imbunatateasca rata de diagnostic la pacientii pentru care toate genetice
anterioare nu au fost concludente.

Strategia de evaluare pentru fiecare patologie si pentru fiecare caz
clinic in special este deosebita: un fenotip clar permite un diagnostic de
suspiciune rapid, dar cele nespecifice necesitd o abordare minutioasa si
investigatii clinice suplimentare, in colaborare cu diferiti specialisti, cum ar
fi pediatri, cardiologi, neurologi, specialisti in metabolism, nefrologi,
gastroenterologi, endocrinologi, imunologi, oncologi si altii.

In unele cazuri, evaluarile clinice / dismorfologice si de dezvoltare in
dinamica sunt mai informative decat evaluarile unice Tn investigarea
planificarii si gestionarii. Resursele online si accesul la ele este un
instrument important pentru fenotiparea dificila (106). De asemenea, pentru
ca discutdam despre boli rare, chiar si dupa epuizarea tuturor testelor
genetice disponibile, este posibil sa intalnim diagnostice genetice
nesolutionate.

Prioritatile viitoare pentru RCMGT sunt reducerea timpului de
transformare prin suplimentarea resurselor umane si financiare, extinderea
testelor oferite secventierii intregului genom (WGS), intrucat WES tocmai a
fost adaugat listei noastre de disponibilitati si imbunatatirea cercetarii in boli
rare in colaborare cu ERN ITHACA.

Este important sa se tina seama de mai multe limitari ale studiului.
Zona geografica a populatiei studiate a fost restransa, iar rezultatele nu pot
fi generalizate pentru intreaga tara, dar cu toate acestea, acesta ar putea fi
inceputul unui studiu la nivel national.

Testarea genetica nu a fost efectuata pentru toti pacientii care s-au
adresat centrului din cauza finantarii limitate. S-a acordat prioritate
pacientilor cu suspiciune de boald si nu verificarii statusului de purtator



decat daca a fost nevoie. Pentru acesti pacienti, criteriile de diagnostic clinic
si evaluarea ulterioara au ramas o posibilitate.

De asemenea, intrucat WES nu a fost efectuat la niciunul dintre acesti
pacienti, procentul bolilor incd nediagnosticate a fost mai mare decat cel
prezent.

Limitarile cu rezonanta nationala sunt legate de retelele nationale care
nu functioneaza inca asa cum s-a propus: fiecare judet ar trebui sa aiba cel putin
o persoana de contact pentru domeniul geneticii, cel putin pana cand un medic
genetician Tsi va avea locul in fiecare spital judetean. In prezent, doar un judet
are un genetician, in afara de centrele universitare. Legatura cu studiul nostru
este ca nu am avut termeni de comparatie nationali cu privire la abordarea unui
centru si a cohortei de pacienti, multi pacienti sunt inca tratati pentru alte boli
decat cauza reala a problemelor de sanatate si, de asemenea, ca pacientii din
toata tara vin la RCGMT sau unul dintre celelalte cinci centre genetice regionale
pentru diagnostic si management.

CONCLUzII

In ciuda progreselor remarcabile in politici, tehnologie si bioinformatica,
povara bolilor rare este raspandita la nivel mondial, ridicand probleme specifice
in raport cu raritatea acestora. In zilele noastre, evaluarea clinica amanuntita nu
mai este singurul instrument disponibil pentru diagnostic, dar este cruciala in
orientarea catre diferite investigatii genetice, restrangandu-ne accentul la un
anumit organ, sistem sau componenta fenotip.

In cohorta noastrs, sa estimat o prevalenta foarte scazuta a populatiei
afectate de tulburari genetice, comparativ cu datele epidemiologice
internationale, fapt cu sigurantd datorat persoanelor subdiagnosticate si
agregarii din centrul nostru a unui numar mic de pacienti care prezinta
malformatii de dezvoltare si / sau handicap intelectual din cauza apartenentei
noastre la ERN-ITHACA. Cea mai mare prevalentd estimatd pentru grupul
nostru de pacienti a fost pentru anomaliile de dezvoltare nespecificate, urmate
de anomalile cromozomiale, incluzand sindroame de microdeletie /
microduplicare, conditii cu dezvoltarea intelectuala ca trasatura clinica
relevanta, anomalii sau sindromuri de dezvoltare multiple si tulburari
neuromusculare.

RCMGT a reusit sa ajunga la un diagnostic (uneori folosind mai mult de
un tip de test / per pacient), cu randamente mai mari in comparatie cu cele din
literatura, cu toate acestea, cu o perioada de timp mai mare, datorita resurselor
umane si financiare limitate.



Sunt necesare imbunatatiri suplimentare pentru a promova strategiile de
asistenta medicala pentru pacientii cu boli rare genetice din Romania, in final
pentru imbunatétirea calitatii vietii lor. In prezent, RCGMT dispune pentru
secventializarea Whole Exome pentru o acoperire mai larga a patologiei, dar
lipsa resurselor umane si bugetare coordoneaza alocarea testului / pacientului.
Secventializarea intregului genom ar trebui sa imbunatateasca rata de
diagnostic la pacientii pentru care toate testele genetice anterioare nu au fost
concludente.

EVALUAREA RISCULUI DE DEZVOLTARE A
DIABETULUI ZAHARAT DE TIP 2, TULBURARE
MULTIFACTORIALA CU O COMPONENTA
GENETICA COMPLEXA

MATERIALE S| METODE

Acest studiu transversal realizat in 2016, realizat in cadrul
Departamentului de Cardiologie/ Medicina Preventiva si Reabilitare
Cardiovasculara, Centrul de Cercetare Angiogeneza, Universitatea de Medicina
si Farmacie Victor Babes din Timisoara, a inscris 341 de tineri studenti medicali
voluntari sanatosi de la Universitatea de Medicina ,Victor Babes” si Farmacie,
Timisoara, Romania, care au acceptat sa se alature studiului si si-au dat
consimtamantul in scris. Toate procedurile au fost aprobate de comitetul de etica
al Universitatii ,Victor Babes” si au respectat Declaratia de la Helsinki.

Criteriile de excludere au fost reprezentate de gravide, participantii care
au avut un istoric de interventii chirurgicale majore la extremitati, malignitati,
boala renala cronica stadiul IV sau terapia de substitutie renala, ciroza hepatica
cu ascita, insuficienta cardiaca cu edem periferic sau hipotiroidism sever, febra
rezultata din o infectie activa sau inflamatie, cei care primesc tratament sistemic
cu steroizi, cei care sufera de deshidratare severa si cei care au medicatie
cronica (de exemplu, statine, diuretice si alte medicamente care ar putea afecta
distributia apei in organism). Deoarece exista contraindicatii legate de
masurarea procentului de grasime corporald si combinatia cu alte dispozitive
medicale (stimulator cardiac, electrocardiograf portabil, etc.), pentru fiecare
persoana masurata aceste aspecte au fost verificate cu atentie.

Masuratorile antropometrice au fost efectuate de un singur examinator.
Greutatea, naltimea, circumferinta taliei si circumferinta soldului au fost
masurate farad incaltdminte si cu imbracaminte usoara, folosind aceleasi
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dispozitive. Circumferinta taliei a fost masurata la punctul mijlociu dintre creasta
iliaca si coaste. IMC-ul a fost calculat ca si greutatea (kg) impartita la inaltimea
la patrat (m2) si WHR ca circumferinta taliei impartita la cirmuferinta soldului (W
+ H) (125). Toate masuratorile au indeplinit criteriile de control al calitatii.

VFA abdominala a fost masurata pentru fiecare individ folosind un aparat
multifrecventd  tetrapolara BIA  (Bioelectrical Impedance Analysis)
(InBody720®). Aparatul foloseste frecvente de 1, 5, 50, 250, 500 kHz si 1 MHz
pentru a analiza valorile fluidului intracelular si extracelular si continutul de apa.
Au fost obtinute trei citiri consecutive pentru fiecare individ, cu media celor 3
utilizate pentru analiza statistica. Au fost aplicate cele mai frecvent utilizate
puncte de limita a PBF pentru definirea excesului de greutate (20,1-24,9%
pentru barbati si 30,1-34,9% pentru femei) si obezitate (225% pentru barbati si
235% pentru femei) (128,129).

Participantii au fost invitati s& completeze chestionarul de evaluare a
scorului FINDRISC dupa ce le-au fost explicate toate elementele. Elementele
(8) au fost cele clasice din formularul de evaluare a riscului FINDRISC T2DM:
varsta, IMC, circumferinta taliei masurata sub coaste, activitate fizica zilnica,
frecventa consumului de legume, fructe sau fructe de padure, frecventa de a lua
medicamente pentru hipertensiunea arteriala, istoric de hiperglicemie, istoric
familial de diabet (tip 1 sau tip 2). Scorul final este suma scorurilor de la 8
intrebari si variaza de la 0 la 26. Interpretarea chestionarului de evaluare a fost
efectuata dupa cumularea numarului total de puncte corespunzator fiecarui
element, punctajul FINDRISC fiind considerat o variabila continua si categorica,
ca urmatorul:

- mai mic de 7: scazut, estimat ca 1 persoana din 100 va dezvolta boala

- 7-11: putin crescut, estimat ca 1 persoana din 25 va dezvolta boala

- 12-14: moderat, estimat ca 1 persoana din 6 va dezvolta boala

- 15-20: crescut, estimat ca 1 persoana din 3 va dezvolta boala

- Mai mare de 20: foarte crescut, estimat ca 1 persoana din 2 va dezvolta
boala (27).

Analiza statistica a fost realizata folosind programul IBM SPSS Statistics
23 si o valoare p two-tailed cu <0.05 a fost considerata semnificativa. Pentru a
descrie cohorta, datele au fost testate pentru o distributie normala. Rezultatele
au fost comparate intre femei si barbati folosind teste t independente. Valoarea
asteptata a fost calculata si a fost luat in considerare un punct de cut-off de 5.
Coeficientii de corelatie ai lui Spearman au fost aplicati pentru a stabili corelatiile
dintre variabile.
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REZULTATE SI DISCUTII

Un total de 341 studenti sanatosi, adulti, 143 de femei si 198 de barbati,
cu varste cuprinse intre 18 si 44 de ani au fost recrutati in studiu.

Variabilele masuratorilor antropometrice care nu au avut o distributie
normala au fost prezentate folosind mediane si quartile. Nu au existat diferente
intre barbati si femei cu privire la varsta medie (20 de ani). 27,6% din intreaga
cohorta au fost determinati ca fiind supraponderali si 12% cu obezitate
(prevalenta semnificativ mai mica ih comparatie cu prevalenta globald).

Distributia pe sexe a fost urmatoarea: 13,9% din grupul de femei au
prezentat suprapondere si 7% obezitate, in timp ce 37,4% dintre barbati au
prezentat suprapondere si 15,7% obezitate. Mediana IMC a fost de 25,18 kg/m?
pentru barbati si 21,04 kg/m? pentru femei, valoarea p 0,002. in general, barbatii
au avut si un WHR mai mare: WHR median calculat pentru barbati a fost 0,86,
in timp ce la femei a fost 0,79, valoarea p 0,015. Femeile au avut PBF mai mare
(29% comparativ cu 20,9%). O cercetare in subgrupul populatiei romanesti cu
vérste cuprinse intre 20 si 39 de ani, publicata in 2016, a constatat o prevalenta
de 27,20% pentru suprapondere si 20,90% pentru obezitate in general. Barbatii
aveau o prevalentd de suprapondere de 40,20% si obezitate de 20,70%, iar
supraponderea la femei a fost mai mica, 14,80%, dar obezitatea mai mare,
21,10%. Rezultatele noastre au fost similare cu celelalte cohorte tinere
romanesti doar in ceea ce priveste supraponderea masculind si feminina, dar
mai mici Tn ceea ce priveste obezitatea. Aceste diferente pot fi totusi explicate
prin extinderea grupului de varsta la 39 de ani si prin numarul mai mare de
subiecti (131).

Scorul FINDRISC a fost in medie 5,05 pentru intreaga cohorta; 76,2%
dintre studenti au un risc scazut (se estimeaza ca 1 din 100 vor dezvolta boald),
18,8% au un risc usor crescut (1 din 25 vor dezvolta boala), 2,9% au un risc
moderat (1 din 6 vor dezvolta boald) ), 1,8% au un risc ridicat (1 din 3 se va
dezvolta boala) si 0,3% au un risc foarte mare de a dezvolta T2DM in urmatorii
10 ani (estimat ca 1 din 2 vor dezvolta boald), in conformitate cu criteriile
formularului de evaluare. Persoanele gasite cu risc moderat si ridicat au fost
sfatuite sa-si masoare glicemia ajeun si sa fie reevaluati ulterior.

De asemenea, am atribuit scorul FINDRISC IMC-ului si am putut
demonstra ca numarul persoanelor cu risc usor ridicat de a dezvolta T2DM a
fost distribuit Tn egald masura intre toate categoriile de status nutritional, cu
exceptia subponderalilor. Dar daca luam in considerare faptul ca un procent de
5,86% din intreaga cohorta, reprezentand indivizii cu subpondere si IMC normal,
au un risc estimat ca 1 din 25 va dezvolta boala, acest procent devine destul de
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important, deoarece este adresat populatiei tintd a acestui studiu specific. Tn
ceea ce priveste scorul FINDRISC moderat si ridicat in randul persoanelor
obeze era de asteptat ca acestia sd domine (14 persoane obeze din 18 cu scor
FINDRISC moderat si ridicat).

Intr-un studiu transversal realizat la Universitatea Hashemite din
Zarqa din lordania in 2014, a fost raportat un procent de 66,9% studenti cu
risc scazut, 26,2% corespunzand unui risc usor ridicat, 5,2% indicand un
risc moderat si 1,8% risc ridicat de a dezvolta diabet zaharat tip 2.
Diferentele minime dintre datele noastre si studiul comparat se pot datora
cohortei noastre relativ mici comparativ cu cea din lordania, precum si
particularitatilor etnice (133).

Prin urmare, aceasta limitare a aplicabilitatii scorului FINDRISC este
discutabila din cauza prevalentei crescande a T2DM la tineri. De asemenea,
literatura de specialitate nu a furnizat inca multe studii privind calculul
noninvaziv al scorului de risc la tineri.

Am analizat corelatia dintre scorul FINDRISC si WTR pentru
intreaga cohorta ca si control si am gasit o corelatie statistica si pozitiva -
0,477, p <0,001 (WTR este un item partial al scorului FINDRISC). in
continuare, am analizat corelatia dintre scorul FINDRISC si procentul de
tesut adipos corporal (VFA) pentru intregul grup de studenti si am decelat
o corelatie statistica mai mare si pozitivda decat cea cu WTR (0,561, p
<0,001). in ceea ce priveste subgrupul ambelor sexe, corelatia dintre scorul
FINDRISC, WTR si PBF a fost directa, foarte puternica si semnificativa
statistic (p <0,001). Interesant, studiul nostru a gasit o corelatie mai
puternica intre scorul FINDRISC si PBF, comparativ cu scorul FINDRISC si
WHR pentru intreaga cohorta, dar si pentru barbati si femei.

O limitare acestui studiu este legata de validarea punctajului
FINDRISC in randul persoanelor sub 34 de ani si peste 64 de ani. Aceasta
problema rezulta din proiectarea studiului primar al scorului FINDRISC,
care a fost aplicata acestei categorii de varsta si, chiar daca a fost utilizata
la nivel mondial in diferite lucrari de cercetare, nu a fost extinsa tinerilor
(27,28,132).

De asemenea, o limitare este aceea ca masurarea prin BIA a PBF
este inca controversata, prin urmare, aceste rezultate ar putea sa nu
valoreze prea mult pentru cei care cred ca nu este o metoda fiabila de
estimare.

O limitare importanta a acestui studiu din punct de vedere genetic a
fost ca obiectivul initial a fost sa propuna gene candidate pentru T2DM
pentru cohorta de pacienti sau sa testeze pe cei cu un scor FINDRISC
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ridicat. Acest lucru nu a fost posibil din cauza limitarilor de fonduri si de
timp.

CONCLUZII

Avand in vedere prevalenta din ce in ce mai mare la nivel mondial a
diabetului zaharat de tip 2, impreuna cu supraponderea si obezitatea, in
ciuda eforturilor globale pentru prevenirea acestuia, ar trebui luate in
considerare toate masurile suplimentare care ar putea imbunatati
rezultatele.

Datele epidemiologice din cohorta tanara si sanatoasa analizata
demonstreaza o prevalenta mai mica a principalului factor de risc
modificabil, obezitatea, comparativ cu studiile nationale si internationale,
pentru ambele sexe, dar inca dublu la barbati, comparativ cu femeile.
Prevalenta scazutd a supraponderii si a obezitatii se poate datora mediei
de varsta de 20 de ani in cohorta noastra, comparativ cu studii mai ample
si nu ar trebui luata ca factor de risc favorabil pentru a nu dezvolta T2DM.

Acest studiu subliniaza fiabilitatea estimarii procentului de tesut
adipos corporal prin analiza impedantei bioelectrice simple atunci cand se
evalueaza riscul T2DM. Rezultatele noastre sustin o corelatie semnificativa
intre modelul de predictie de evaluare FINDRISC si PBF, chiar mai puternic
decét intre FINDRISC si raportul talie-sold (WTR), unul dintre elementele
sale partiale. Astfel, recomandam PBF estimat prin BIA (respectarea
procedurilor de control al calitatii) ca un parametru potential care trebuie
luat in considerare Tn modelul de predictie a riscului pentru T2DM, deoarece
este un instrument accesibil pentru utilizarea in nivelul primar de asistenta
medicala si, de asemenea, pentru ca ar putea imbunatati evaluarea riscului
la populatia tanara.

EVALUAREA CRITICA A CERCETARII

Aceasta teza trateaza principalele abordari internationale si nationale
privind bolile genetice. Coroborarea standardelor globale in domeniul bolilor rare
cu ,stadiul national actual al tehnicii” ghideaza pentru ajustarea politicilor si
elaborarea in trepte a strategiilor. Deoarece nu exista nicio alta lucrare nationala
sau publicatie stiintifica care sa adune toate punctele cheie in ceea ce priveste
evaluarea cuprinzatoare a bolilor genetice rare, contributia adusa de aceasta
lucrare este importanta.
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Autorul prezinta rezultate privind prevalenta bolilor genetice din judetul
Timis si grupul de 4 judete alocate Centrului Regional de Genetica Medicala
Timis (TM, HD, CS, AR) si aratd o prevalentd aparenta foarte scazuta in
comparatie cu cea presupusa, date neraportate anterior.

Autorul prezinta prevalenta principalelor categorii de boli genetice si, de
asemenea, pentru unele sindroame specifice, oferind procente de referinta cu
aplicabilitate la pacientii romani si, in special, la cei care provin dintr-unul din
cele 4 judete alocate.

Inceeace priveste diabetul zaharat de tip 2, ca o tulburare multifactoriala
cu prevalenta globala si nationala in continua crestere in randul populatiei tinere,
comunitatea noastra solicita eficacitate in prevenirea sa. Autorul aplica
chestionarul de evaluare FINDRISC pentru a determina riscul de dezvoltare a
T2DM la o populatie tanara sanatoasa si este primul care propune procentul de
tesut adios corporal estimat prin analiza impedantei bioelectrice ca parametru
potential ce trebuie luat in considerare in modelul de risc pentru predictiile
T2DM, deoarece este un instrument accesibil in utilizarea la nivel primar de
asistenta medicala.

PERSPECTIVE DE CERCETARE

Perspectivele pentru completarea si imbunatatirea rezultatelor din teza
prezentata ar putea viza extinderea analizei bolilor genetice rare utilizadnd o baza
de date mai cuprinzatoare. Clasificarea afectiunilor ar putea fi prezentata mai
detaliat si aplicata pentru o prevalenta clara in randul unei populatii extinse de
pacienti studiati la nivel national. De asemenea, planificdam o sumarizare a
datelor inregistrate de toate centrele genetice regionale si analize similare sau
mai complexe, care sa ofere prevalenta nationala a bolilor.

Un chestionar pentru calitatea vietii si unul cu privire la odiseea
diagnosticului si nevoile speciale ale pacientilor sunt planificate sa fie utilizate in
RCGMT incepand de anul viitor, iar aceste date vor servi la o mai buna acordare
n ingrijirea pacientilor nostri.

Acest tip de lucrare este potrivit pentru a pune bazele elaborarii
Ghidurilor nationale pentru testare si diagnostic genetic in practica medicala.

Noile variante asociate bolilor, prezente si in populatia noastra de studiu,
dar care nu sunt detaliate in aceastd lucrare, au nevoie de investigatii
suplimentare pentru a fi confirmate si pentru a stabili o mai buna fenotip si
strategie de management pentru acesti pacienti.

in ceea ce priveste afectiunile multifactoriale si in special diabetul
zaharat de tip 2, o contributie la descoperirea genelor candidate prezente in
populatia roméneasca, impreuna cu masurarea PBF, de asemenea prin alte
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metode si includerea acestuia in scorul FINDRISC ar putea fi obiective
suplimentare pentru finalizarea lucrarii prezente.
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