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CURS 1
GENETICA UMANA - STIINTA FUNDAMENTALA SI MEDICALA

Genetica este 0 stiintd biologicd fundamentald, cu ritm rapid de dezvoltare, ce studiaza
proprietatile universale ale vietii — ereditatea, variabilitatea si substratul lor material — moleculele de
ADN. In conceptul actual, organismul viu este un sistem deschis, ce se autoregleazi si se
autoreproduce. Activitatea vitald este sustinutd de schimbul permanent de energie, substante si
informatie. Particularitatile organizarii si functionarii sistemelor biologice, caile de transformare a
substantelor si energiei sunt controlate de informatia ce se contine in gene. Descifrarea informatiei
genetice se realizeaza in procesul de biosintezd a diverse proteine, care reprezintd suportul tuturor
proceselor vitale ale organismului.

Ereditatea este proprietatea organismului de a pastra si a transmite caractercle morfologice,
fiziologice, biochimice si de comportament generatiilor urmatoare. Ereditatea este asiguratd de
proprietatea moleculelor de ADN de a se replica cu mare exactitate si a determina transmiterea de-a
lungul miilor si milioanelor de generatii a informatiei si, deci, a caracterelor. Astfel, in realitate, nu
caracterele se pastreaza si se transmit, ci informatia genetica despre ele, codificatd in ADN. Ereditatea
face posibila conservarea speciilor in spatiu si timp.

Variabilitatea este proprietatea organismului de a prezenta caractere deosebite de cele ale
parintilor, asigurand diferente individuale, intrafamiliale si intrapopulationale. Sursele principale ale
variabilitatii sunt diferite modificari ale materialului ereditar (mutatiile) care apar in rezultatul erorilor
de replicatie sau actiunii diferitor factori mutageni fizici, chimici sau biologici. O alta sursa de
variabilitate, este capacitatea moleculelor de ADN de a se recombina si, ca rezultat, apar combinatii noi
de gene si, respectiv, de caractere. Totodatd, diversi factori ai mediului (intern si extern) pot modula
activitatea genelor, asigurand raspunsul organismului in conditii concrete. Aparitia la descendenti a
caracterelor noi este importantd din punct de vedere evolutiv, asigurand adaptarea indivizilor la
conditiile noi ale vietii. Transmiterea caracterelor evaluante la descendenti determind dezvoltarea
speciei In timp.

Substratul ereditatii si variabilitdtii la majoritatea organismelor vii este molecula de ADN (ca
exceptie, la unii virusi materialul genetic este reprezentat de molecule de ARN). Structura moleculelor
de ADN, proprietatile, structura si functia genelor, mecanismele moleculare ale reglarii activitdtii
genice reprezinta obiectul de studiu al geneticii contemporane. Permanent sunt elaborate metode noi de
cercetare, identificate gene noi, stabilite legitati noi ce permit de a patrunde mai profund in tainele
vietil.

Genetica ofera o intelegere stiintificd a proceselor biologice ce stau la baza activitatii vitale
normale a organismului, cat si a dereglarilor in diverse stari patologice. Toate stiintele despre om
integreaza realizarile geneticii, fapt confirmat prin compartimentele geneticii care s-au transformat in
discipline independente:

- Genetica generala, clasica;
- Genetica dezvoltarii;

- Genetica senescentei;

- Imunogenetica;

- Genetica ecologica;

- Neurogenetica;

- Farmacogenetica;

- Genetica comportarii;

- Genetica medicald;

- Genetica clinica.



Genetica umand contemporana reprezintd o stiintd bazatd pe genetica clasica §i genetica

moleculara ce se focuseaza pe:

legitatile pastrarii, transmiterii si realizarii informatiei ereditare;
mecanismul aparitiei, manifestarii si transmiterii modificarilor materialului genetic;
structura si functiile genelor normale si patologice.

Genetica umand contemporand utilizeaza atdt metodele clasice ale geneticii cit si cele

moleculare:

>

metoda genealogica — studiul agregarii familiale ale caracterelor ereditare, stabilirea tipului de
transmitere si calcularea riscului de recurentd la generatiile urmadtoare, reprezentand o etapa
importanta 1n consultul si sfatul genetic;

metoda gemenologica — studiul ponderii factorilor genetici si ecologici in manifestarea
caracterelor normale sau patologice;

metode citogenetice - analiza cromozomilor si depistarea anomaliilor cromozomiale de numar si
de structura;

metode molecular — genetice — analiza variatiilor nucleotidice la nivelul moleculei de ADN,
studiul genelor normale si genelor mutante, identificarea polimorfismelor normale si mutatiilor
patologice;

metoda populational — statisticd — analiza genofondului populatiei, stabilirea frecventei unor
gene patologie, evaluarea factorilor ce deregleaza echilibrul populational,

modelarea matematica si biologica;

genetica celulelor somatice — studiul corelatiei dintre modificarile materialului genetic cu
modificarile fenotipice la nivel celular;

Medicii de diferite specialititi in activitatea lor intdlnesc boli genetice, de aceea utilizeaza

diverse metode in investigarea acestora. Depistarea modificarilor in structura genelor prin studiul ADN
reprezintd o cale in diagnosticul corect al bolilor genetice. Ingineria genicd permite elaborarea si
producerea diferitor preparate medicamentoase: hormoni, factori de crestere, interferon, etc. Una dintre
problemele actuale ale medicinei se refera la posibilitatea clonarii embrionilor pentru transplantul
tesuturilor si organelor. Se elaboreaza metode ale terapiei genice, prin care gena patologica este
inlocuitd cu cea normala. Din aceste considerente, genetica umand este o stiinta aplicativa, cu un rol
deosebit in medicina.

Profilaxia bolilor genetice se bazeaza pe realizarile geneticii umane:
diagnosticul prenatal prin screeningul mutatiilor patologice;
terapia genicd ce permite introducerea genelor umane in genomul celulelor somatice ale
purtatorilor de mutatii cu revenirea la un genotip normal;
obtinerea produsilor genetici artificiali, transferul lor in altd celuld sau organism, studiul
functiei;
sinteza noilor proteine cu proprietati terapeutice.

**k*

Piatra de temelie pentru progresul Geneticii umane este pusa in anul 1956, an in care a fost

stabilita cromosologia umana si an in care a avut loc I-ul Congres in Genetica Umana la Copenhaga.
Principalele evenimente discutate la acest congres au fost:

- numarul de cromozomi la specia umana (46,XX; 46,XY);
- analiza grupelor de Inldntuire;

- studiul proteinelor prin electroforeza in gel;

- stabilirea defectului molecular in siclemie.

Din 1956 pana in 1991 (Congresul VIII, Washington) au aparut metode moleculare in studiul

cromozomilor umani; s-a reusit sa se studieze variatiile ADN-ului.
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Spre 1961 deja s-au evaluat implicatiile clinice ale anomaliilor cromozomiale:

- rolul cromozomilor X si Y in sexualizare, patogenia sdr. Turner, Klinefelter; a fost
descoperit TDF — testis determining factor; a fost inaintata ipoteza Mary Lyon privind
activitatea cromozomilor X la cele doud sexe;

- s-a stabilit corelatia dintre cromozomul Philadelphia si LMC (leucemia mieloida
cronicd) Care este prima piesa in ,,teoria cancerului” cu implicarea cromozomilor.

In 1966 a fost descifrat in totalitate codul genetic si se descriu erorile innascute de metabolism;
se pun bazele diagnosticului prenatal prin amniocenteza.

in 1971 se pun la punct erorile innascute de metabolism prin studiul pe culturi celulare.

In 1980 se practica deja clonarea genelor umane. Iar din anul 1981 (Congresul de la lerusalim)
se discuta metodele de genetica moleculara implicate in studiul localizarii genelor la nivel de
cromozomi, prin studiul familial a patologiilor cu transmitere mendeliana. in 1985 a apirut tehnica
PCR. In 1986 la congresul de la Berlin s-a discutat despre studiul RFLPs in boala Hungtington; s-a
evidentiat importanta studiului molecular in asa patologii ca Granulomatoza cronica, distrofia
Duchenne, retinoblastom, leucemia mieloida cronica si limfomul Burkitt.

In 1991 s-au clonat si studiat genele implicate in patologia Duchenne, fibroza chistica,
neurofibromatoza, polipoza de colon, retinita pigmentara, cardiomiopatia hipertrofica, sdr. Marfan,
hipertermia maligna; au aparut diverse concepte legate de impriting-ul genelor si disomia uniparentala.

In 1994 a fost publicat ,,Catalogul Fenotipurilor Autosomal Dominante, Autosomal Recesive si
X-lincate”; acest catalog este denumit ,,Catalogul genelor umane si a defectelor genice”.

In 1996 a avut loc al XIX-lea Congres in Genetica Umani la Rio-de-Janeiro unde s-au discutat
marcherii ADN-ului; YAC-urile; rolul acidului folic in defectele aparute la nou-nascuti si introducerea
acestuia ca supliment obligatoriu in perioada prenatald; diagnosticul preimplantativ al celulelor utilizate
in fertilizarea in vitro si metodele de selectie a produsilor de conceptie non-mutanti.

Din 1996 pana in 2001 s-au descoperit mai mult de 1000 de gene implicate in patologia umana
(cu una sau mai multe mutatii); s-a studiat expresia genicd, diagnosticul maladiilor genetice, s-au facut
studii de omologie pe drojdii si drosofila.

In 2001 a demarat Proiectul ,,Genomul Uman”. In perioada 2001 - 2003 se schimba paradigmele
Geneticii:

- de la structural — la studiul functional al genelor;

- de la aranjarea genelor la nivel de cromozomi — la secventierea ADN-ului;

- de la diagnosticul unei afectiuni genetice — la determinarea predispozitiei genetice in
bolile comune;

- de la etiologie — la patogenie, la mecanismul producerii bolilor genetice;

- de la studiul unei gene ce cauzeaza boala — la studiul familiilor de gene;

- de la genom — la proteinom;

- de la Genetica Medicala — la Medicina Genetica; Genetica Medicala se axeaza pe
studiul patologiilor mendeliene si a aberatiilor cromozomiale, pe cind Medicina Genetica
se focuseaza pe implicarea geneticii in orice parte a medicinii clinice, factorii genetici
fiind implicati in toate bolile existente, iar predispozitia genetica exista pentru maladiile
comune ale adultului si copilului; Genetica Moleculara prevaleaza in toate aspectele
Geneticii Umane si Medicale.



Complexitatea studiilor din ,,Proiectul Genomul uman”, chiar in zilele noastre inca nu sunt
definitive, deoarece, desi marea majoritate a genelor sunt cunoscute, inca nu se stie cu certitudine, cum
se comportd marea majoritate a acestor gene ,,solo”, darami-te ,in concert” cu celelalte gene din
genotipul uman.

Genetica Noud se bazeazd pe studiul secventelor specifice de ADN cu functie necunoscuta si
corelatiile genotip — fenotip. Asa dar, progresand in ultimii 40 de ani de la fenotip la ADN, in urmatorii
30 de ani ne vom intoarce de la ADN la fenotip determinand functia anumitor secvente de ADN.

O altd problemd ce tine de viitor este studiul corelatiei: secvente ADN — functie — variatie a
secventelor ADN — functie. Se asteapta o intelegere a implicatiei factorilor genetici in afectiunile
multifactoriale (ex: HTA, boli psihice). Se asteapta o viziune noua asupra maladiilor genetice ale
celulelor somatice — a patra mare categorie de maladii genetice (cancerul), celelalte trei categorii fiind —
bolile monogenice, boli multifactoriale; anomaliile cromozomiale. Conexiunea intre oncogeneza si
teratogeneza (oncogene si teratogene) deja a fost facutd pe exemplul tumorii Wilms si sindromul
cefalosindactiliei Greig. Terapia genica va deveni populard nu doar pentru maladiile ereditare, dar si
pentru cele ale celulelor somatice.

*k*k
Traim 1n veacul celor doua revolutii stiintifice:
in biologie !!!
in informatica !!!

Geneticienii sunt privilegiati sd lucreze intr-un important camp stiintific — un camp al
provocarilor intelectuale. Genetica umana este un camp care detine fascinatii particulare, pentru ca
implica aspectele fundamentale ale speciei noastre, sunt fascinatii pe care matematica, de exemplu, nu
le poate Tmpartasi.

Genetica Umana, combina fascinatiile intelectuale §i antropoceutice, oportunitatea de a
contribui la bundstarea umanitatii, de a fi in serviciul familiei §i individului aparte prin Genetica
Medicala. Dar acest privilegiu aduce cu sine si responsabilitati !!!

Proiectul Genomul Uman are semnificati etice, legale si sociale. Abilitatea de analiza a
genomului individului este acompaniata de riscul de a folosi gresit informatia si de aceia trebuie de
limitat la maxim acest risc. Existd necesitatea pastrarii confidentiale a anumitor studii pe indivizi,
trebuie protejatd informatia pentru a nu se ajunge la un complex hazardat genetic — comercial.



CURS 2

APARATUL GENETIC AL CELULEI UMANE

Aparatul genetic al celulelor umane este format din structuri celulare ce contin ADN (nucleul
si mitocondriile) si care care intervin in realizarea functiilor ADN-ului (ribozomii si centrul celular).

Nucleul contine ~ 98% din ADN celular, iar numarul de molecule de ADN nuclear este corelat cu
numarul de cromozomi, care constituie o caracteristica de specie:

- in celulele somatice ale omului se contin 46 molecule lungi de ADN in cei 46 de cromozomi

(set diploid = 2n cromozomi);
- incelulele sexuale 23 molecule de ADN in 23 cromozomi (set haploid = n cromozomi).
ADN-ul cromozomial este extrem de heterogen, 25 % din secventele polinucleotidice corespund

genelor structurale codificatoare de proteine. Totalitatea informatiei genetice (genele) din cei 46
cromozomi ai celulelor somatice formeaza genotipul, fiind in proportie de 50 % / 50% de origine
materna si paterna.

Mitocondriile contin  ~ 2% din ADN celular. Spre deosebire de nucleu, mitocondriile contin citeva
copii mici de ADN circular. Informatia geneticd din mitocondrii constituie plasmotipul. Transmiterea
informatiei ereditare a mitocondriilor se face pe linie materna.

Ribozomii reprezinta o componenta a aparatului de translatie a informatiei genetice, controland
biosinteza proteinelor — expresia informatiei genetice codificate in ADN.

Centrul celular asigura formarea aparatului de diviziune responsabil de repartizarea materialului
genetic in procesul de transmitere a informatiei genetice de la o generatie de celule la alte celule in timpul
mitozei, de la parinti la copii In timpul meiozei.
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ORGANIZAREA SI FUNCTIONAREA MATERILAULUI GENETIC
(date generale)

(A) ADN-ul detine informatia genetica despre:
= structura organismului
= particularitatile lui functionale
= particularitatile de dezvoltare, reproducere, raspunsului la actiunea factorilor de mediu,
» interactiunea dintre diferite elemente ale aceluiasi organism sau cu alte organisme.

ADN reprezintda macromolecule formate din doua catene polidezoxinucleotidice complimentare,
antiparalel sub forma de dublu helix. Informatia genetica In ADN este inscrisd sub forma unei secvente
prin succesiunea a patru tipuri de baze azotate:

AGCT

Bazele azotate se combina cite trei formind codoni - “cuvintele” codului genetic, fiecare triplet
codifica un anumit aminoacid, de exemplu:
AAA — Lys
CAG — GIn
TGC — Cys
GGA — Gly
etc.

Astfel, succesiunea tripletelor dintr-un segment codant de ADN determind succesiunea
aminoacizilor dintr-un polipeptid.
Secventa codanta - ..AAACAGTGCGGA...

l
Fragment polipeptidic - ...Lys — GIn — Cys — Gly...

Sucesiunea aminoacizilor din polipeptid determind particularitatile spatiale si functionale ale
proteinei.

Proteinele determina (direct sau participind in diferite lanturi metabolice) toate structurile
celulare, activitdtle celulare, asigura interactiunea cu alte celule, participa in apdrarea celulei sau
raspunsul la actiunea diferitor factori ecologici, etc.

(B) ADN-ul transmite informatia genetica din generatie in generatie (de la celula la alte celule
sau de la o generatie de organisme la alte generatii= de la parinti la copii).
La baza mostenirii si transmiterei .G. sta proprietatea unica a moleculei de ADN de replicare:

1 moleculid de ADN  —'®®ca® 5 molecule de ADN

In timpul replicarii sau sub actiunea diferitor factori ai mediului in molecula de ADN pot apirea
modificari in secventa nucleotidicd — mutatii. Mutatiile pot avea catacter adaptiv sau pot fi patologice.
Pentru a se evita acumularea de mutatii patologice moleculele de ADN au altd proprietate unicd —
reparatia — cu refacerea structurii initiale a ADN-ului prin inlaturarea nucleotidelor eronate sau
modificate si inlocuirea lor cu nucleotide normale.

(C) ADN-ul realizeaza informatia genetica in timpul sintezei moleculelor de ARN si
proteinelor.

ADN-ul poate fi transcris sub forma de secvente nucleotidice de ARN: ARNm, ARNr, ARNt si
microARN care participa la translatia 1.G. si sinteza lanturilor polipeptidice - viitoare proteine
structurale, enzime, receptori, reglatori, etc..
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(D) Procesele moleculare de baza din celule umane sunt:
replicarea ADN — suportul transmiterii 1.G.;
reparatia ADN — suportul stabilitatii I.G;
transcriptia ADN si translatia ARNm — suportul realizarii I.G..

Toate aceste procese:
(1) sunt programate — se realizeaza numai intr-o anumitd perioada ontogenetica a celulei,
dependent de tipul celulei, depind de semnale exogene si endogene;
(2) se realizeaza matricial — moleculele initiale reprezintd modele pentru sinteza produsilor
specifici:
= ambele catene ale moleculei de ADN sunt matrite pentru sinteza noilor catene de
ADN fin timpul replicarii;
= una din catenele moleculei de ADN este matritd in timpul reparatiei celeilalte catene
de ADN;
= una din catenele ADN-ului genic este matritd pentru sinteza moleculelor de ARN
(ARNm, ARNt, ARNr) in timpul transcriptiei ADN-ului;
* molecula de ARNm este matritd pentru sinteza polipeptidului in procesul translatiei
codului genetic;
(3) se desfisoara dupa principiul complementarititii bazelor azotate;
= in timpul replicarii catenele noi de ADN sunt complementare celor vechi, matritelor;
= 1In timpul reparatiei fragmentele reparate de ADN sunt complementare catenei
integre;
* in timpul transcriptiei moleculele de ARN sintetizate sunt complementare catenei
anticodogene a secventei moleculei de ADN;
* in timpul translatiei anticodonii moleculelor de ARNt — adaptorii aminoacizilor —
sunt complementare codonilor din ARNm.
(4) necesita factori proteici, unitati de polimerizare si energie pentru a se desfasura:
a. pentru a se desfagura replicarea:
= ADN-polimerazele - enzime ce sintetizeaza catene noi de ADN pe baza catenelor
vechi;
= dNTP - nucleotide, monomeri pentru formarea noilor catene de ADN + donatori
de energie in realizarea legaturilor covalente dintre nucleotide;
b. pentru a se desfasura reparatia:
» Endonucleaze — enzime specifice ce inlatura fragmentul nucleotidic defect;
= ADN-polimerazele - enzime ce sintetizeaza fragmente noi de ADN pentru
inlocuirea golului;
= dNTP — nucleotide, monomeri pentru formarea noilor catene de ADN + donatori
de energie 1n realizarea legaturilor covalente dintre nucleotide;
C. pentru a se desfasura transcriptia:
= ARN-polimerazele — enzime care sintetizeaza catene de ARN pe baza unei catene
a moleculei de ADN;
= NTP - nucleotide, monomeri pentru formarea moleculelor de ARN + donatori de
energie 1n realizarea legaturilor covalente dintre nucleotide;
d. pentru a se desfasura translatia:
* ribozomii — sediul translatiei si sintezei polipeptidului;
= ARNILt - translatorii codului genetic si transportori de aminoacizi spre ribozomi,
9



= aminoacizi — monomeri pentru formarea polipeptidului;
= ATP, GTP —surse de energie.

(5) necesita secvente nucleotidice reglatoare pentru interactiunea cu reglatorii procesului dat;

. Pentru initierea replicarii — secventa ORI;
. Pentru transcritie:
o Promotor — secventa reglatoare a initierei transcriptiei;
o Terminator — secventa reglatoare a terminarii transcriptiei;
o + Enhancer — secventd intensificatoare a transcriptiei;
¢ + Silencer— secventa atenuatoare a transcriptiei.
. Pentru translatie

o Codon de initiere - AUG;
o Codon STOP - UAA, UAG sau UGA,

(6) necesita factori proteici si energie pentru despiralizarea ADN-ului sau ARN-ului ca sa fie
acsesate matritele si citite secventele nucleotidice:
= Helicazele — enzime ce denatureaza acizii nucleici, scindeza legaturile de H dintre bazele

complementare ale ADN sau ARNmM — participa la toate procesele de baza analizate;

= Topoizomerazele — relaxeaza si despiralizeaza dublul helix de ADN, ajutind Helicazele
in timpul replicarii.

(7) se desfasoaria in mai multe etape cu cooperarea numerosilor factori proteici si in
consecinta defectul sau absenta unei proteine din setul necesar pot compromite calitativ sau
cantitativ replicarea, reparatia, transcriptia sau translatia:

i Blocarea replicarii ADN-ului va conduce la blocarea proliferarii celulei (diviziunii
celulei) care in consecinta pot duce la:

o deficiente in dezvoltarea si cresterea organismului;
o deficiente in regenerarea si reinnoirea tesurutilor;
o mbdtrinire precoce $i moarte.
il Blocarea reparatiei ADN-ului va avea ca consecinta:
o acumularea mutatiilor patologice;
o sensibilitatea sporitd a organismului la actiunea radiatiei ultraviolete, radiatiei
ionizante, substantelor chimice din mediu;
o aparitia si dezvoltarea rapida a tumorilor (cancerului);
o imbdtrinirea precoce $i moartea.

iii Blocarea transcriptiei sau translatiei, fiind etape ale realizarii 1.G. vor avea ca
consecinta blocarea sintezei proteinei si diferite defecte la nivel celular sau organismic
dependent de:

o tipul proteinei,

o functiile ei in celuld;

o tipul de celula, tesut in care se sintetizeaza si / Sau activeaza;
o perioada ontogenetica in care este activa,

o etc.

(8) prezintd principii generale comune la diferite organisme si anumite particularitati,
unele aspecte sunt aceleasi si la procariote si la eucariote, inclusiv si la om.

NIVELE DE ORGANIZARE A MATERIALULUI GENETIC

Din punct de vedere functional se disting trei nivele de organizare a materialului genetic: genic,
cromozomial, genomic, care au urmatoarele caracteristici comune:
1. autoreproducerea, care asigura transmiterea informatiei genetice la urmasi prin replicarea ADN-
ului si diviziunea celulara — suportul ereditatii;
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2.

3.

autoconservarea, ce asigura stabilitatea organizarii, pastrarii si repartizarii uniforme a materialului
genetic in succesiunea generatiilor prin replicare si reparatia ADN-ului — importanta in pdstrarea
caracterelor de specie;

mutabilitatea, care asigura proprictatea materialului genetic de a se schimba si de a transmite
modificarile descendentilor - sursa principald a variabilitatii.

Gena - unitatea elementara structural-functionala a ereditatii si variabilitatii:
reprezintd o secventa specifica polinucleotidicd din molecula de ADN;
contine informatia despre formarea caracterului elementar — proteina: succesiunea de nucleotide din
ADN determina succesiunea de aminoacizi in proteina;
asigurd continuitatea materiala a informatiei genetice de-a lungul generatiilor, adicd mostenirea de
catre descendenti a caracterelor parentale;
modificarile ce se produc 1n structura genei pot determina modificari in sinteza proteinei si ale
caracterului. Existenta genelor a permis descoperirea de catre G. Mendel a legitatilor de mostenire a
caracterelor.

Cromozomul — reprezinta substratul morfologic al ereditatii si variabilitatii:
este reprezentat de o moleculda de ADN linear compactizatd cu ajutorul proteinelor histone si
nonhistone, vizibil in timpul diviziunii celulare;
contine multe gene, de la citeva sute (crs. Y) pana la citeva mii (crs. 1);
asigura aranjarea ordonata a informatiei genetice in spatiu, in grupuri de Inlantuire, fiecare gena are
un locus fix pe molecula de ADN;
determind transmiterea genelor in bloc, datoritd proprietatilor de replicare a cromozomilor si
compactizarii lor rapide;
controleaza recombinarea materialului genetic — crossing-overul.

Genomul este nivelul superior de organizare a materialului genetic care asigura unitatea

geneticd a sistemelor unui organism prin realizarea informatiei genetice in caractere fenotipice si
integrarea diferitor procese moleculare, biochimice, morfologice si fiziologice. Genomul reprezinta:

totalitatea moleculelor de ADN ce se contin in celuld;

genomul celulelor sexuale umane - 23 molecule ADN nuclear (set haploid) si cateva moleculele de
ADN mitocondrial,

genomul celulelor somatice - 46 molecule ADN nuclear (set diploid) si cateva copii de ADN
mitocondrial;

genomul contine setul de secvente codante, reglatoare si modulatoare care asigura dezvoltarea
tuturor caracterelor specifice individului;

sistemul de gene care se contine in 46 molecule de ADN ale celulelor somatice se numeste genotip
si include circa 25-35 mii perechi de gene;

genele din ADN mitocondrial formeaza plasmotipul;

setul diploid al moleculelor de ADN nuclear, organizate sub forma de cromozomi (complexe ADN-
proteine) formeaza cariotipul.
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CARACTERISTICA GENOMULUI UMAN

Genomul este sistemul genetic complet al celulei organismului uman, care determina
dezvoltarea individuala, activitatea vitald si transmiterea caracterelor structurale si functionale
descendentilor. Sistemul genetic uman complet include genomul nuclear si mitocondrial, adica 46
molecule ADN nuclear si citeva molecule circulare mitocondriale.

Genomul nuclear Genomul mitocondrial
~7000 Mb 16,6 kb
~60000 gene 37 gene

~25%

ADN 13 gene 22 gene 2gene
extragenic strucrturale ARNt ARNr

Gene gi secvente

reglatoare

Unice sau
maoderat repetitive

~B0% ~40%
~10% ~90%
P_\E.)N ADN Unice sau Moderat gi Thalt
codificator necodificator putin repetitive repetitive

Pseudogene | | Fragmente Introni, secvente Clastere repetate | [Secvente repetitive
genice netranslate, etc. in tandem dispersate

Genomul nuclear al celulei somatice umane reprezinta 95-98% din cantitatea de ADN celular si
este fragmentat in 24 molecule de ADN distincte:

= 22 molecule de ADN ce formeaza cromozomii autozomi;
= 0 molecula de ADN ce formeaza cromozomul X;
= o moleculd de ADN ce formeaza cromozomul Y.

In nucleu sunt aproximativ:
- 7 picograme de ADN cu o lungime de pani la 7 mld. p.n. (7x10°),
- circa 30.000 perechi de gene codificatoare de proteine care:

. constituie doar 25% din ADN-ul celular;
. sunt dispersate neomogen pe toti cromozomii;
- 90% regiuni eucromatice ce asigura transcriptia si se caracterizeaza prin alternarea:
. secventelor unice i repetitive,
= codificatoare si necodificatoare;

- 10% - regiuni heterocromatice ce constau din secvente inalt repetitive necodificatoare;
Partea necodificatoare a genomului se caracterizeaza printr-un polimorfism inalt, care
. nu se manifesta in fenotip,

. constituie baza moleculara a individualitatii ADN-lui uman — ,,amprenta genetica”.

Genomul nuclear reprezintd o comunitate simbioticd de secvente nucleotidice, care consta din
elemente obligatorii si facultative.

Elementele obligatorii determina formarea si transmiterea caracterelor specio-specifice si

individuale, structurale si functionale intr-un sir de generatii; controleaza particularitatile dezvoltarii
ontogenetice ale fiecarui individ.

Elementele obligatorii ale genomului uman sunt:
= genele structurale caracteristice speciei, numarul si localizarea carora sunt constante in genom;
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= genele ARNr si ARNt — produsii cdrora asigura expresia genelor structurale, sinteza proteinelor
celulare — baza tuturor structurilor si functiilor celulelor organismului uman;

= secventele inversate si palindromii care reprezinta situsuri de recunoastere - reglatoare ale expresiei,
replicarii si recombinarii materialului genetic;

= secventele centromerice si telomerice care asigura integritatea materialului genetic cromozomial,
transmiterea exacta a IG in timpul mitozei, meiozei.

Elementele facultative ale genomului sunt reprezentate de pseudogene, elemente mobile
(transpozoni), secvente de ADN viral, retrotranscripti (ADNCc), care reprezinta un substrat in evolutia
genomului.

CLASIFICAREA SECVENTELOR GENOMULUI UMAN NUCLEAR

ADN nerepetitiv 60% ADN moderat repetitiv ADN inalt repetitiv
30% 10%
Tipuri de - gene structurale - gene de clasa I si III; ADN sa_te!it (1Q0-200pb)”; )
secvente - pseqdoggng - SINEs ADN m!nlsatellt_(14-65pb) ;
’ - spatiatori ai genelor - LINEs ADN microsatelit (1-4ph)".
Numarul de | - secvente unice sute si mii de copii de secvente scurte Milioane de copii de secvente de 2-
copii per - familii multigenice cu de 300-1000pb 200pb
genom un numar mic de copii
dispersate neomogen pe | - sunt dispersate in genom - o-satelitii in regiunile de
. toti cromozomii - formeaza secvente repetate in tandem | heterocromatina costitutiva;
Localizare o o . e
- minisatelitii au localizare specifica
pentru fiecare cromozom
- codifica proteine - codifica ARNr, ARNt, ARNsn - o —satelitii au rol structural;
- separa secventele - reprezinta transpozoni - minisatelitii reprezintd markeri
Functii codificatoare ‘ - secvente ORI spegifici ai grgmozomilor; o
’ - regleaza expresia - controleaza imperecherea corecta a - microsatelitii sunt hipervariabili -
genelor cromozomilor in timpul meiozei marcheri genetici individuali —
permit ,,dactiloscopia genomica”

Genomul mitocondrial este reprezentat de 2-10 copii circulare de ADN, localizate in matricea
mitocondriald. Fiecare moleculda de ADN consta din 16.569 perechi nucleotide. Ambele catene ale moleculei
de ADN contin gene structurale care sunt lipsite de introni si se separa unele de altele prin gene ARN. in
fiecare molecula de ADN sunt localizate 13 gene ce codifica proteine — enzime ale aparatului de respiratie
mitocondrial, 2 gene pentru ARNTr si 22 gene pentru ARNL.

Genomul mitocondrial se caracterizeaza S
prin:

— numar variabil a copiilor per celula, care
depinde de numarul mitocondriilor si /
sau intensitatea metabolismului celular;

— localizarea compacta a genelor; e : b LU

— lipsa secventelor necodante; — '

— transcrierea informatiei de pe ambele bepars - —
catene ale moleculei de ADN; e — R s o3

— mutabilitatea inaltd a  secventelor R i = op
nucleotidice; o

— mutatiile genelor mitocondriale sunt
cauzele unor boli genetice legate de

\\ el
smmn o

metabolismul energetic (de ex., miopatii, Focy,, ot F
encefalopatii, etc.); B B
. R . .r.'|=-r.--|..h:u'\..'~ .r.|=':'.-_rr.h.v.z\-'
— transmitere pe linie materna. s s

A Mitochondrial genes in man
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Centromer

DINAMICA MATERIALULUI GENETIC NUCLEAR
Materialul genetic nuclear este reprezentat de cromatind sau cromozomi, care din punct de

CEROMOZCOM

Cromatidd Cromatidi

Telomer

Mucleu

vedere al organizdrii moleculare reprezintd
complexe nucleoproteice (ADN, proteine histone,
proteine nehistone, ARN). Cantitatea, forma si
activitatea materialului genetic se modificd in
functie de:
- perioada ciclului celular;
- perioada ontogenetica;
- tipul celulei;
- actiunea factorilor de mediu.
In diferite perioade ale ciclului celular
materialul genetic se poate prezenta sub forma de:
- cromatind sau cromozomi, gratie diferitor
nivele de compactizare;

- cromozomi mono- sau bicromatidieni,
inainte sau dupa replicare;

- secvente genetic active sau inactive
transcriptional.

Dinamica materialului genetic pe parcursul ciclului celular

: Penqadele Grad de condensare | Procese genetice | Nr de cromozomi Nr de mol de
ciclului celular ADN
Eu- si heterocromatind | Transcriptie,
Gl translatie, 46 46
reparatie
Eu- si heterocromatind | Replicatie,
S transcrip‘gie, 16 4692
translatie,
reparatie
Eu- si heterocromatind | Transcriptie,
G2 translatie, 46 92
reparatie
Profaza Heterocromatina - 46 92
< Cromozomi -
Metafaza metafazici 46 92
Anafaza Heterocromatind - 92 92
Telofaza Heterocromatina Transcriptie 46+46 46+46

(A) COMPACTIZAREA MATERIALULUI GENETIC

Materialul genetic poate fi reprezentat de cromatina in nucleul interfazic si de cromozomi in
timpul diviziunii. Cromatina constituie forma extinsa si despiralizata a cromozomilor. Din punct de
vedere al interactiunii cu colorantii bazici, cromatina se clasifica in doud categorii: eucromatina si
heterocromatina.
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Eucromatina reprezinta regiunea slab condensatd a cromatinei care contine gene structurale
si este portiunea functional activd a ADN-ului de pe care are loc transcriptia. Astfel regiunile de
eucromatina sunt responsabile de expresia specifica a informatiei genetice, reglarea proceselor vitale
esentiale prin expresia genelor ,,house keeping”. Ponderea eucromatinei poate varia de la celula la
celula datorita expresiei diferentiate a genelor specifice de tesut, specifice unei anumite perioade
ontogenetice sau actiunei factorilor de mediu .

Heterocromatina reprezinta segmente de cromatina condensate, inactive genetic, care nu se
supun transcriptiei. Se disting doua tipuri de heterocromatind: constitutiva si facultativa.

Heterocromatina constitutivd contine ADN repetitiv (ADN satelit), deci nu contine secvente
codificatoare si nu poate fi transcrisd. Astfel de secvente sunt implicate in idividualizarea

cromozomilor (secventele

telomerice), reglarea mitozei sau

E[ meiozei  (centromerii), separarea

e [ secventelor codificatoare si arar_ljarea

lor functionala in nucleu. Localizarea

‘ E segmentelor de  heterocromatina
E[! constitutivd in cromozomii omologi
@g g este identica si, de regula, nu variaza

de la celula la celula.
- Heterocromatina facultativa

contine secvente codificatoare

Reprezentarea aceluiasi fragment de cromozom in dlferlte celule (A, B, S f S 1 fiind
C). E — eucromatina, Hc — heterocromatina constitutiva, Hf — neactive, . unctia  lor  fun
heterocromatina facultativa dependentd de  momentul

ontogenetic, tipul de tesut sau
de sex. Heterocromatina facultativd in anumite conditii se poate decondensa si transforma in
eucromatind. Heterocromatina facultativd autozomald regleaza indirect expresia genelor
dependente de tesut sau a genelor ce activeaza in diferite perioade de varsta. Heterocromatina
facultativa sexuald — cromatina sexuala X - reprezintd un cromozom X heterocromatinizat in
nucleele celulelor somatice cu doi cromozomi X; inactivarea cromozomului X se realizeaza
arbitrar, indiferent de originea lui maternd sau paterna; astfel, in unele celule (46,XX) un
cromozom X este activ (eucromatinizat) iar celalalt - inactiv (heterocomatinizat).

(B) CANTITATEA MATERIALULUI GENETIC
Cantitatea materialului genetic 1in

celulele somatice depinde de perioada
ciclului celular. O celula tanara in perioada

Replicarea L isi i . . A o . .
; =y  Disjunctia G1 a interfazei, pana la replicarea ADN-ului,
ADN cromatidelor + . . o

—_— contine 46 de cromozomi monocromatidieni

Perioada S Anafaza >

(46 molecule ADN). Pe parcursul perioadei S
are loc replicarea semiconservativa i
asincrona a ADN-ului, cromozomii devenind

bicromatidieni (92 molecule de ADN). Cele
+ doud cromatide ale unui cromozom rdman
unite prin centromer pana in anafaza mitozei,

46 cromozomni 46 cromozomi 46 cromozomi 46 cromozomi A F e : : : :
monocromatidieni bicromatidieni monocromatidieni monocromatidieni cand are loc dlStI;lbllEla materialului genetic la
Dinamica cromozomilor pe parcursul ciclului celular celulele fiice. In asa mod celulele nou-

formate contin aceeasi cantitate de material
genetic ca si celula initiala (transmiterea ereditara a materialului genetic de la celula la celuld).
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(C) ACTIVITATEA MATERIALULUI GENETIC

Activitatea materialului genetic se exprima prin capacitatea ADN-ului de a fi transcris.
Transcriptia §i rata transcriptiei este dependentd atat de perioada ciclului celular, cét si de tipul
celulei, actiunea diferitor factori genetici sau negenetici.

Pentru ca o secventd de ADN sa fie transcrisd sunt necesare urmatoarele evenimente:

- solicitarea produsului proteic respectiv in celuld;
- activarea unor factori de transcriptie specifici;
- eucromatizarea secventei respective de cromozom.

Deoarece pe parcursul diviziunii celulare ADN-ul este puternic condensat, eucromatizarea si
respectiv transcriptia este posibild doar in interfaza.

Sub actiunea unor inductori ai transcriptiei are loc despiralizarea selectivd a unui segment
cromozomic, initierea transcriptiei si sinteza unei molecule de ARN. Tipul si cantitatea proteinei
sintetizate este dictatd de necesitatea celulei sau organismului.

Produsii proteici ai genelor pot fi clasificati in cateva grupe:

- proteine house keeping indispensabile activitatii tuturor celulelor,

- proteine specifice pentru un anumit tesut,

- proteine necesare unei anumite perioade a ontogenezei celulei sau organismului;

- proteine necesare organismelor de sex feminin sau masculin;

- proteine necesare in anumite conditii de mediu.

Astfel, concomitent intr-o celula se expreseaza circa 10% din setul de gene mostenite.

Fiecare celula a organismului contine setul complet de gene
(30000 perechi gene pentru 46 mol. ADN nuclear)

]

Expresia genica numai 10% din toate genele

/ | N

Expresie continuda ~ Expresie dependenta de anumite conditii: Non-expresie:
Gene ARNTr - Gene specifice de tesut; pseudogene
Gene ARNt - Gene specifice de perioada

Gene house keeping ontogenetica;
- Gene specifice de perioada ciclului
celular;

- Gene specifice de factorii de mediu.
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CURS 3
VARIABILITATEA SI FORMELE EI

Variabilitatea este proprietatea organismelor de a obtine caractere sau insusiri noi, diferite

de cele ale parintilor. Variabilitatea este un fenomen biologic complex si universal in lumea vie:

- este determinata de factori ecologici si ereditari;

- se manifesta prin modificari genetice, biochimice, fiziologice si morfologice.
Variabilitatea are o importantd deosebita in viata organismului, populatiei si speciei, asigurand:

- polimorfismul genetic si fenotipic individual;

- supravietuirea organismelor in diversele conditii ale mediului;

- susceptibilitatea diferita a indivizilor la anumiti factori ai mediului;

- manifestarea unor stari patologice;

- selectia naturald;

- baza materiala a evolutiei speciei umane.

Factorii ecologici care determind aparitia variatiilor pot fi clasificati in factori externi (fizici,
chimici si biologici) si factori interni (produsi intermediari ai metabolismului, diferite stari
fiziologice).

CLASIFICAREA VARIABILITATII
Transmiterea sau netransmiterea ereditara este criteriul fundamental in clasificarea
variabilitatii. Valoarea biologica a variatiilor este judecatd in raport cu faptul dacd acestea sunt
corelate cu modificari la nivelul materialului genetic. Din acest punct de vedere, variabilitatea este
de doua tipuri:
- Variabilitate neereditara, numita si variabilitate fenotipica sau modificatiune;
- variabilitatea ereditara sau variabilitatea genotipica.

— rmodificiri h limitele normei
de reactie cu caracter adaptiv

— maodificar ontogenetice

— FENOTIPICA

— anomalii spontane produse sub
actiunea factorilor mezologici

— fenocopii

VARIABILITATEA — recombinare genomici

recombinare intercromozomics
— COMBINATIVA
recombinare intracromozomics

recombinare genici

— GENOTIPICA —

mutatii genomice

— MUTATIONALA mutatii cromazomiale

mutatii genice
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(A) VARIABILITATEA NEEREDITARA

Variatiile neereditare sau modificatiunile reprezinta reactiile organismului, determinate
genetic, de a raspunde la actiunea factorilo mediului ambiant prin schimbari morfologice, fiziologice
si biochimice, pe termeni mai scurti sau mai indelungati.

Modificatiunile se caracterizeazd prin:
i.  variatii fenotipice neereditare;
Ii.  poartd un caracter adaptiv si favorizeaza individul in lupta pentru existenta;
ili. reprezinta stari reversibile de durata diferita, determinatd de tipul factorului ecologic,
intensitatea si durata de actiune a acestuia si particularitatile caracterului modificat;
iv.  determina capacitatea organismelor de a reactiona diferit cand sunt puse in conditii similare
de viata, fiind o caracteristica ereditara (norma de reactie).

Exemple de modificatiuni la om pot fi: raspunsul la actiunea razelor ultraviolete (cresterea
cantitatii de melanina in epiderma — bronzarea); raspunsul la eforturi fizice repetate (cresterea masei
musculare); raspunsul la hipoxie (marirea concentratiei hemoglobinei in sdnge); raspuns la actiunea
indelungata a temperaturilor scazute (cresterea stratului celulo-adipos subcutanat — tipul arctic).

Modificatiunile se produc In anumite limite, ce sunt controlate genetic si sunt dependente de
doza si durata de actiune a factorului modificator. Pentru fiecare organism aceste limite sunt
individuale si se Incadreazd in notiunea de normd de reactie. Norma de reactie pune in evidenta

e vy

a acestuia in diferite conditii mezologice (mediul ecologic, mediul familial, mediul social).

* * k% k%

Caracterele indivizilor §i ale populatiei umane se manifesta fenotipic in limitele normei de
reactie, a potentialului genetic inscris in structuri ereditare (genomul nuclear si mitocondrial), iar
prin educatie — prin dirijarea factorilor sociali si ecologici, se pot dezvolta caracterele si trasdaturile
ce se inscriu in norma de reactie.

(1)  Sunt indivizi cu potential genetic favorabil, cu norma larga de reactie (talent muzical,
inteligenta, capacitati fizice):

a. in mediu social-educational nefavorabil nu se manifesta posibilitatile in toata

eJe,

perfectionare.
(2)  Sunt indivizi cu norma de reactie manifestata in limite relative:
a. Fara educatie se manifesta mediocru;
b.  Prin educatie se manifesta la valoarea lor.
(3) Sunt indivizi cu deficiente psiho-somatice determinate genetic, cu normd de reactie
manifestata in limite restranse (oligofreni etc.) educati in institutii speciale.

* k k k%

Unii factori ai mediului pot avea actiune distructivd asupra organismului, producand
modificatiuni ce depasesc limita normei de reactie. Drept exemple sunt anomaliile de dezvoltare
teratogene.

Factorii teratogeni de diferitd natura (fizici, chimici, biologici) perturbeaza dezvoltarca
normald a embrionilor la diferite perioade ale ontogenezei, producdnd anomalii morfologice,
fiziologice sau biochimice, prezente la nastere. Acestea ar putea fi confundate cu defecte ereditare si
in acest caz poarta denumirea de fenocopii (de ex., surditatea rubeolica, microcefalie alcoolica etc.).
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(B) VARIABILITATEA EREDITARA SAU GENOTIPICA

Variatiile ereditare sunt produse prin modificari ale materialului genetic — modificari in
structura §i /sau cantitatea materialului genetic.

Variatiile ereditare se caracterizeaza prin urmatoarele particularitati:
i.  sunt determinate de modificari specifice ale materialului genetic;
Ii. apar spontan sau prin actiunea factorilor fizici, chimici si biologici asupra materialului
genetic;
lii.  setransmit de-a lungul generatiilor, sunt ereditare;
Iv.  reprezintd sursa principald a evolutiei lumii vii;
V. stau la baza polimorfismului populatiei.

Sursele biologice ale variabilitatii ereditare sunt mutatiile si recombinarea materialului
ereditar — doua cai prin care apar caractere si / sau combinatii noi de caractere, ce au o anumita
valoare si semnificatie biologica.

1. VARIABILITATEA COMBINATIVA

Recombinarea materialului genetic este asiguratd in general de procesele legate de inmultirea
sexuata.
In dependenti de cantitatea de material implicat in recombinare deosebim:
- recombinare genomica — recombinarea materialului ereditar in procesul fecundatiei;
- recombinarea intercromozomicd — combinarea independentd a cromozomilor neomologi in
anafaza | a meiozei;
- recombinarea intracromozomicd — recombinarea genelor intre cromozomii omologi in procesul
crossing-overului.

Importanta biologica a recombinarilor materialului genetic:
a. Combinarea intampldtoare a genelor de origine parentald diferitd si nasterea unor indivizi cu
caractere comune ale ambilor parinti — unici din punct de vedere genetic si bioogic;
b. selectia naturald prin eliminarea indivizilor cu combinatii defavorabile de gene, mutatii letale si
semiletale si supravietuirea indivizilor cu caractere normale, adaptive;
c. evolutia speciei datorita selectiei genelor evaluante.

2. VARIABILITATEA MUTATIONALA

Mutatia este fenomenul biologic de aparitie a modificarilor materialului genetic, prin care
apar caractere si insusiri noi, cai metabolice sau structuri noi si, ca rezultat, a unui fenotip nou.

Mutatia apare relativ rar si rdmane destul de stabild de-a lungul generatiilor. Procesul prin
care apare mutatia se numeste mutagenezd. Factorii fizici, chimici §i biologici care produc mutatii
Se numesc agenti mutageni. Prin mutatie pot sa apard gene noi (gene mutante), cu informatie
ereditara diferita de cea initiala (genda de tip sdlbatic).

Mutatia include modificari in structura acizilor nucleici si a genelor, schimbarea cantitatii
materialului genetic (anomalii de numar ale cromozomilor); poate interesa materialul genetic
nuclear (genotipul) cat si materialul genetic citoplasmatic (plasmotipul).

In functie de cantitatea materialului genetic modificat, sediului proceselor de mutagenezi, —
gena, cromozom, genom — Se pot descrie trei tipuri de mutatii:

i.  mutatii genice ce se produc la nivelul moleculei de ADN, pot implica intreaga gena, mai
multe nucleotide sau unul singur;
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ii.  mutatii cromozomice (aberatii cromozomiale) sunt modificari structurale ale
cromozomilor ce constau in pierderea, castigul sau rearangarea unor segmente din
cromozom;

ili.  mutatii genomice sunt modificari ale setului diploid (46) de cromozomi, afectand fie 1-2
perechi cromozomi (aneuploidie), fie toti cromozomii, prin adaugarea a 1-2-3 seturi
haploide (poliploidie).

O alta clasificare a mutatiilor se bazeaza pe tipul de celuld afectatd: germinala sau somatica:
- Mutatiile germinale produc gameti anormali, care dupa fecundare transmit mutatia la generatia
urmatoare, rezultand un individ 1n care toate celulele vor fi mutante;
- Mutatiile somatice vor forma o clona celulard anormald si, secundar, prin modificdrile morfo-
functionale ale organelor, sunt implicate in geneza cancerului si accelerarea senescentei
organismului.

Mutatiile genice pot fi spontane sau induse. Primul tip este determinat de factori
necunoscuti, imposibil de definit sau obiectivat de un observator; al doilea tip de mutatii sunt
produse prin actiunea unor factori cunoscuti: fizici (radiatii ionizante), chimici (analogi ai bazelor
azotate, agenti alchilanti) sau biologici (virusuri). Mutatiile spontane — ar putea fi determinate de
radioactivitatea naturald (reprezentatd de razele cosmice, radioactivitatea terestra permanentd si
iradierea internd) si reprezenta circa 1,5% din totalul mutatiilor inregistrate la om.
Modificarile materialului genetic se pot rasfrange asupra proprietatilor vitale ale organismului

mutant si pot fi:

- mutatii evaluante, pozitive, care asigura aparitia unor caractere noi care-l fac pe individ mai
rezistent la factorii de mediu;

- mutatii defavorabile, negative, letale sau subletale ce determinad aparitia unor anomalii
incompatibile cu viata sau stari patologice;

- mutatii neutre care nu afecteaza vitalitatea producand polimorfisme genice si fenotipice.

POLIMORFISMUL ADN

Analiza genomurilor umane, alese la intimplare, indica identitatea lor in proportie 99,9%, iar
0,1% prezintd variante diferite ale unei secvente de ADN. Aceste variatii pot fi atit in interiorul
genelor, cit i in regiunile intergenice, ultimele fiind mai frecvente deoarece nu sunt eliminate de
selectia naturala.

Polimorfismul ADN se refera la variatiile nucleotidice din diferite regiuni ale ADN-ului.
Existd mai multe tipuri de polimorfisme ADN:
- variatii a unui singur nucleotid — SNP (single nucleotid polymorphism);
- variatii microsatelitice di-, tri-, tetra- si pentanucleotidice — STR (short tandem reapeats);
- variatii minisatelitice cu secvente de 10-15 p.n. repetate in tandem - VNTR (variable number

tandem reapeats).

Secventele polimorfe in genomul uman sunt intilnite cu o frecventad de un situs polimorf la
300-500 nucleotide.
Polimorfisme ADN nu se manifestd in fenotip si constituie baza moleculara a individualitatii

ADN-lui uman — ,,amprenta genetica” , iar situsurile polimorfe — marcheri in studiile populationale
sau in identificarea persoanelor — ,,dactiloscopia genomica”.
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CURS 4
CROMOZOMII UMANI

Termenul de cromozom a fost propus in 1888 de Waldeyer cu referinta la corpusculi colorati

ce pot fi vizualizati pe parcursul diviziunii celulare. In interfazi cromozomii sunt decondensati si se
prezinta sub forma de filamente, fibre sau bucle de cromatind bine organizate in nucleul celulei,
aspectul caruia depinde de tipul celulei sau perioada ontogenetica. Segmentele de cromatind active
transcriptional se prezintd sub formd de eucromatina, iar cele ce nu se transcriu — sub forma de
heterocromatina. Cromozomii metafazici reprezinta nivelul maximal de condensare a materialului
genetic nuclear, iar studiul cromozomilor in metafazd permite identificarea precisd a fiecarui
cromozom, evaluarea morfologiei cromozomilor.

CARACTERISTICI GENERALE ALE CROMOZOMILOR

Cromozomii reprezinta nivelul supramolecular de organizare a materialului genetic si
substratul morfologic al ereditatii. Molecula de ADN este principalul component al
cromozomului, care-i specifica functiile de pastrare, transmitere si realizare a materialului
genetic ce-1 contine sub forma de secvente polinucleotidice specifice — gene.

Un cromozom contine de la cateva sute la cateva mii de gene: reprezintd un grup de inldntuire
a genelor:

sigurd ordonarea genelor in spatiu si in timp - fiecare gena are o pozitie fixa pe cromozom —
locus;

activarea sau inactivarea genei este realizata strict dupa necesitatile celulei sau organismului;
asigurd transmiterea inlantuita a genelor si caracterelor determinate de genele unui cromozom.

Cromozomii se autoreproduc In perioada S a interfazei prin replicare semiconservativd a
moleculelor de ADN care i1 constituie. Replicarea diferitor segmente cromozomiale si diferitor
cromozomi se realizeaza asincron, dar la sfarsitul perioadei S toti cromozomii devin
bicromatidieni.

Cromozomii reprezinta structuri dinamice ce isi modifica aspectul, forma, activitatea in
dependenta de perioadele ciclului celular.

Cromozomii au structurd neomogend de-a lungul lor datoritd alternarii diferitor segmente de
ADN:

secvente codificatoare si necodificatoare,

secvente unice si repetitive,

regiuni ce corespund eucromatinei §i heterocromatinei;

regiuni ce se deosebesc dupa gradul de pliere a fibrei de cromatina (dimensiunile buclelor);
regiuni cu un continut diferit de perechi A=T si G=C,

regiuni cu o cantitate diferitd de proteine asociate.

Toate aceste explica polimorfismului cromozomial, colorarea diferentiatd a cromozomilor si
originea benzilor (Vezi ,, Tehnici de analiza a cromozomilor™).

Fiecare individ, fiecare celuld contine un set diploid de cromozomi. Fiecare cromozom in

setul diploid are omologul sdu. Cele 23 de perechi de cromozomi ale celulei umane somatice
constituie cariotipul, care atat cantitativ, cat si calitativ se implica in formarea fenotipului celulei si
organismului uman.
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Modificarile numarului sau structurii cromozomilor produc anomalii de dezvoltare multiple
— sindroame cromozomice plurimalformative (ex. 47, XX(XY),+21 - sindrom Down;
46,XX(XY),5p- - sindrom ,,cri-du-chat”) sau determina transformarea clonelor celulare aneuploide.

Genetica dispune de variate tehnici de cariotipare pentru depistarea anomaliilor de numar
sau de structurda a cromozomilor cu scop: de diagnostic al sindroamelor cromozomice, de prevenire
a nasterii copiilor cu anomalii cromozomiale prin diagnostic prenatal si studiul anomaliilor
cromozomiale in tumori.

ORGANIZAREA MOLECULARA A CROMOZOMILOR

Cromozomul este constituit din 1 sau 2 molecule de ADN (in dependentd de perioada
ciclului celular), asociat cu proteine histone, nehistone si ARN, formand o nucleoproteida cu diferite
nivele de compactizare:

1. molecula de ADN cu diametru de 2 nm interactioneaza cu proteinele histone determinand
formarea primului nivel de compactizare nucleosomic; octamere histonice (2H2A, 2H2B, 2H3
si 2H4) sunt infagurate de segmente de ADN cu o lungime de ~160p.n., transformand molecula
de ADN 1n filament nucleoproteic polinucleosomic cu diametru de 11nm si asigurand un grad de
compactizare de circa 6 ori;

2. in prezenta H1 filamentul de cromatind de 11 nm se supraspiralizeaza si se formeaza al doilea
nivel de compactizare - solenoidul, ce se prezintd sub forma de fibra nucleoproteica de 30 nm,
asigurand un grad de compactizare de circa 40 ori;

3. solenoidul se fixeazd de axul proteic longitudinal al cromozomului (scaffold), format din
proteine ale matricei nucleare; solenoidul interactioneaza specific cu scaffoldul prin intermediul
SAR - regiuni situs specifice de ancorare la SAP — proteine situs specifice ale axului
cromozomial si astfel apare al treilea nivel de compactizare — buclele, care permit un grad de
compactizare a materialului genetic interfazic de 600 — 1000 de ori;

4. al patrulea nivel — cromozomul metafazic — se formeaza prin rasucirea buclelor in jurul axului
cromozomial dupa pierderea contactului scaffold / anvelopa nucleard; fiecare spira se formeaza
din aproximativ 30 de rozete (bucle), buclele sunt orientate spre exteriorul cromozomului;
stabilirea nivelului maximal de condensare de 10 000 ori are loc in metafaza.

Cramatina lipsita

. L /
Fibra de cromatina de hisiona H1

de 10-11 nm s

Solenoidul
25-30 mim
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I
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Compactizarea ADN nucl ear
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MORFOLOGIA CROMOZOMILOR METAFAZICI

Cromozomii sunt cel mai usor de analizat in metafaza sau prometafaza deoarece:

- se afla in acelasi plan — placa ecuatoriala;

- sunt compactizati si pot fi usor individualizati,

- sunt bicromatidieni, iar cromatidele surori sunt unite prin centromer, ce permite diferentierea
cromozomilor dupa forma.

Braf q Brat
\ Centromer / i

i 7 0”,2‘ — ;k—” \
&, = M y
f ¢ ’ g / Constrictia primart I -

Doui cromatide ale Constrictia secundara
cromozomului

— —— ~—
e} METACENTRIC

d

;

Q,
, v\,. 3 , —

N .Q a ,‘ Structura cromozomilor metafazici

(A) ELEMENTELE MORFOLOGICE ALE CROMOZOMILOR sunt:
cromatidele;

- centromerii;

- telomerii;

- constrictiile secundare;

- satelitii;

- situsurile fragile.

Cromatida este reprezentatd de o molecula de ADN liniard asociata cu proteine histone si
non-histone maximal compactizatd. Cromozomul metafazic are doud cromatide surori, identice
genetic, rezultate prin replicarea ADN cromozomial in perioada S a ciclului celular. Cromatidele
surori raman unite prin centromer de la perioada S pana in anafaza.

Centromerul (c) reprezinta secventa de ADN specifica asociatd cu proteine histone
specifice ce uneste cromatidele surori. ADN centromeric este reprezentat de secvente inalt
repetitive. Pozitia centromerului este fixa si specifica fiecarui cromozom, fiecarei perechi de
cromozomi omologi. Centromerul imparte cromatidele in doua brate: brat proximal p si brat distal q.
Centromerii au urmatoarele functii:

- controleaza formarea kinetocorilor pentru fixarea cromozomilor la fusul de diviziune;

- asigurd clivarea longitudinald si disjunctia cromatidelor surori cu formarea a doi

cromozomi monocromatidieni din fiecare cromozom bicromatidian;

- asigurd distributia egald si identicd a materialului genetic in timpul mitozei, transmiterea

exacta a materialului genetic de la celula mama la celulele fiice.
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Telomerii (t) sunt secvente specifice de ADN asociate cu proteine speciale de la capetele
cromozomilor

(a) secvente scurte (TTAGGG) repetate in tandem de mii de ori si

(b) secvente de ADN specifice fiecarui cromozom.

Telomerii:

- protejeaza capetele cromozomilor de nucleaze;

- Impiedica fuziunea cromozomilor;

- asigura replicarea completa a ADN-ului nuclear si previn scurtarea progresivd a
telomerilor datorita activitatii telomerazei;

- controleaza senescenta celulelor si organismului pluricelular;

- contribuie la fixarea cromatinei de anvelopa nucleului interfazic, controland arhitectura
nucleului interfazic;

- participd la conjugarea cromozomilor omologi in meioza.

Constrictiile secundare (h) reprezinta regiuni de ADN repetitiv despiralizate, slab colorate,
prezente pe bratele distale ale unor cromozomi (1, 9, 16, mai rar pe crs. 4,6,10 si Y) si pe bratele
proximale ale cromozomilor acrocentrici 13, 14, 15, 21 si 22, ce contin organizatori nuclelolari.
Lungimea constrictiilor secundare poate varia individual.

Satelitii (S) reprezintd mici segmnente de heterocromatind constitutiva separate prin
constrictia secundara la capetele bratelor proximale ale cromozomilor acrocentrici 13, 14, 15, 21 si
22; numarul si dimensiunile satelitilor pot varia de la o persoana la alta.

Situsurile fragile reprezinta niste regiuni cromozomiale decondensate, cu rezistentd scazuta
la actiunea mutagena ce se pot rupe usor determinand rearanjamente cromozomiale. Situsurile
fragile sunt considerate ca marcheri genetici normali daca afecteaza regiunile de heterocromatina
constitutiva; se pot asocia cu unele stari patologice daca afecteaza regiuni crs codante (ex. FRAXA
st retardul mental familial); pot avea un rol in progresia tumorald (inactivarea unor gene supresoare
de tumori).
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(B) CLASIFICAREA CROMOZOMILOR UMANI

In celulele somatice umane exista cate un set diploid de cromozomi (2n=46), adica 23 de
perechi:

- 22 perechi sunt identice la femeie si barbat — autosomi;

- 1 pereche este diferita la cele doua sexe (XX la femeie, XY la barbat) — gonosomi.

Cromozomii identici ca morfologie (forma si marime) si continut genic, dar diferiti ca
origine (unul de origine materna, celdlalt de origine paternd) se numesc cromozomi omologi.
in celulele sexuale mature (gameti) exista cate un set haploid de cromozomi (n=23): in ovule 23,X
(22 autosomi+ crs. X), iar in spermatozoizi 23,X (22 autosomi+ crs. X) sau 23,Y (22 autosomi+
crs.Y).

Pentru identificarea cromozomilor se folosesc criterii morfologice, indicii autoradiografiei si
marcajul in benzi.

Criteriile morfologice se refera la dimensiunile si configuratia cromozomului. Se deosebesc
Criterii cantitative (lungimea cromozomului, indicele centromeric) si calitative (prezenta constrictiilor
secundare si a satelitilor) de clasificare a cromozomilor.

Lungimea cromozomului — lungimea absolutd a cromozomului (in microni) sau lungimea

relativa este calculata dupa formula:
Lungimea cromozomului studiat

Suma lungimilor cromozomilor setului haploid
Dupa lungime cromozomii se clasifica in: mari, mijlocii, mici.

Pozitia centromerului. Pentru a caracteriza pozitia centromerului in cromozom se utilizeaza
indicele centromeric, care se calculeaza dupa formula:

lc=—P— X100,
P+q
unde p — lungimea bratului proximal,
g — lungimea bratului distal.

In baza acestui criteriu cromozomii se clasifica in:
I l

\/ ® - lc= 46—
metacentrici: =~

P{\ 8 P=q 49%

P<q _

. - lc=31—

3 submetacentrici: 459%
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Pe baza criteriilor morfologice cantitative (lungimea si pozitia centromerului) si calitative (sateliti

s1 constrictii secundare) cromozomii se grupeaza in perechi de omologi si se clasificd in 7 grupe, notate
delaAlaG:

grupa A - perechile 1-3, sunt cei mai mari cromozomi metacentrici, cromozomul 1 poate prezenta
constrictie secundara pe bratul distal (1gh), cromozomul 2 este usor submetacentric;

grupa B - perechile 4-5 de cromozomi sunt mari, submetacentrici;

grupa C - perechile 6-12 de cromozomi si cromozomul X sunt mijlocii, submetacentrici; sunt 16
cromozomi la femeie si 15 la barbat; cromozomul 9 prezinta constrictie secundara pe bratul distal

(9gh);

grupa D - perechile 13-15 de cromozomi sunt mijlocii, acrocentrici; prezinta constrictii secundare
pe bratele proximale si sateliti;

grupa E — perechile 16-18 de cromozomi; cromozomul 16 este metacentric mijlociu si poate
prezenta constrictie secundara pe bratul distal (16gh); cromozomii 17-18 sunt submetacentrici mici;

grupa F - perechile 19-20 de cromozomi sunt mici, metacentrici;

grupa G - perechile 21-22 si Y de cromozomi sunt mici, acrocentrici; cromozomii 21 si 22
prezintd constrictii secundare pe bratele proximale si sateliti; cromozomul Y nu prezintd sateliti;
cromozomii grupei G ajuta la determinarea sexului: la femei sunt 4 acrocentrici mici (2 crs 21 + 2
crs 22) / la barbati sunt 5 acrocentrici mici (2 crs 21+ 2 crs 22 +Y).
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STUDIUL CROMOZOMILOR UMANI

Analiza cariotipului urmareste evaluarea numarului, formei, structurii, prezenta unor repere
morfologice si evidentiaza polimorfisme individuale.

Actualmente exista diverse metode ce sunt utilizate in evaluarea cariotipului, depistarea
anomaliilor cromozomice de numar sau de structurd, evidentierea unor markeri cromozomiali in
norma sau patologie. Mai mult ca atat, unele tehnici bazate pe tehnologiile ADN recombinat, permit
identificarea unor modificari la nivel de secventa de ADN cromozomial.

STUDIUL CROMOZOMILOR

Colorare omogena ((Giemsa)
— Metafazici Colorare diferentiata{G,Q,R,C,T)

Autoradiografie

Colorare diferentiata (G,Q,R,C,T)

Autoradiografie

— Prometafazici —|:

FISH
mFISH
SKY

CGH

—— Interfazici

In dependenta de scopul propus, cromozomii pot fi analizati atit in interfazi, cat si in timpul
diviziunii. Aceasta permite identificarea atat a unor schimbari minore in structura moleculara a
ADN (microdeletii, microduplicatii), cat si modificari majore in structura si numarul cromozomilor
(aberatii cromozomiale, aneuploidii).

STUDIUL CROMOZOMILOR METAFAZICI

Etapa optima de studiu a cariotipului este metafaza, deoarece cromozomii sunt maximal
condensati si sunt dispusi intr-un singur plan, ceea ce permite identificarea lor precisa. Pentru
studiul cariotipului trebuie indeplinite urmatoarele conditii:

- sa se obtina celule in diviziune,

- sase blocheze diviziunea in metafaza si

- sa se realizeze un preparat cromozomic care sd fie examinat la microscop.

(1) Celule in diviziune pot fi analizate direct in cazul tesuturilor cu proliferare activa
(maduva osoasa, gonada masculina, tumori) sau dupa realizarea unei culturi celulare din sange
periferic*, limfocite T, maduva osoasa rosie, fibroblasti (piele, fascii, embrioni), celule amniotice,
celule din vilozitatile coriale, tumori solide.

* Tehnica recoltarii sdngelui periferic $i punerea acestuia in culturd (constituie cea mai simpla tehnica de obtinere a

cromozomilor umani):

—  se preleva sange periferic prin punctie venoasa (in conditii de asepsie);

—  se recolteaza pe heparina, pentru a se impiedica coagularea sangelui;

— 1n conditii de asepsie, sangele este introdus intr-un flacon ce contine un mediu de cultura specific, imbogatit cu ser fetal
bovin sau ser uman AB;

—  pentru stimularea diviziunilor se utilizeaza fitohemaglutinina;

—  seincubeazi la 37 C, timp de 72 ore.
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(2) Blocarea diviziunilor in metafaza se face cu substante care inhiba formarea fusului de
diviziune (citostatice) — colchicind sau colcemida.

(3) Realizarea preparatelor (lamelor) pentru studiul la microscop impune urmatoarele

etape:
hipotonizarea celulelor pentru dilatarea celulelor si dispersarea cromozomilor (centrifugare,
eliminarea supernatantului si resuspendare 1n solutie hipotonica de KCI);

fixarea celulelor pentru a intrerupe activitatea vitala a celulei, pastrand morfologia cromozomilor
(alcool + acid acetic);
colorarea cu solutie Giemsa sau un alt colorant specific pentru cromozomi;

examinarea la microscopul optic, ce permite analiza cromozomilor pentru evidentierea eventualelor
anomalii de numar (omogene sau in mozaic) Sau anomalii de structura,

fotografierea placilor metafazice din frotiu si decuparea cromozomilor,

identificarea cromozomilor si efectuarea cariogramei (idiogramei).

4
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MARCAJUL iN BENZI AL CROMOZOMILOR

Exista un grup de tehnici speciale, prin care se evidentiaza in lungul cromatidelor alternanta de

zone colorate si necolorate, numite benzi. Acestea au o distributie precisi, determinata de structura
interna a cromozomului.
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Schema cariotipului uman (46,XY) pe baza
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somatice (46,XX) metafazici

Metodele de marcaj in benzi au aparut relativ recent, in anii ‘70, si au determinat o revolutie in

citogenetica, deoarece au 0 mare valoare practica:

marcajul in benzi reflecta structura discontinud a cromozomilor, respectiv alternanta de
eucromatind si heterocromatind, de secvente de ADN bogate in AT sau GC, de segmente de
cromatina cu concentratie diferita de proteine histone si proteine nehistone;

modelul benzilor este identic in toate celulele unui organism si la toti indivizii aceleiasi specii, de
aceea efectuarea marcajului in benzi permite identificarea precisa a unei specii;

marcajul in benzi permite identificarea precisa a perechilor de cromozomi omologi, deoarece
acestea sunt la fel din punct de vedere genetic si au acelasi model de benzi;

marcajul in benzi permite identificarea precisa a fiecarui cromozom, deoarece cromozomii,
apartinand unor perechi diferite, au alte gene si deci alt model al benzilor;

metodele de marcaj in benzi permit un diagnostic citogenetic foarte precis in multe anomalii de
structura (deletii, inversii) care nu se evidentiaza sau se evidentiaza foarte greu in coloratia
obisnuita.

In consecintd, utilizdnd diverse tehnici de colorare a cromozomilor se obtin benzi colorate

(pozitive) si necolorate (negative) stabile si caracteristice fiecarui cromozom. Diferite tehnici
(G,Q,R,T,C) determina o dispozitie specifica a benzilor.
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Caracteristica diferitor tehnici de bandare a cromozomilor

Tehnica de analiza a Colorantul .. . i
. . Originea benzilor Rolul practic
cromozomilor utilizat
Benzi pozitive — i ..
P .. Identificarea anomaliilor de
. heterocromatina; .. N
Metoda G Giemsa . . numar §i de structura a
Benzi negative — :
e cromozomilor
eucromatina.
Benzi pozitive — i ..
. ) P .. Identificarea anomaliilor de
Metoda Q Quinacrina heterocromatina; .. y
- . numar §i de structura a
(fluorescent) Benzi negative — .
e cromozomilor
eucromatina.
. Benzi pozitive — e ..
Giemsa sau P . Identificarea anomaliilor de
Metoda R . eucromatina; .. 9
coloranti . . numar si de structura a
(revers) . Benzi negative — X
fluorescenti . cromozomilor
’ heterocromatina.
Giemsa sau Benzi pozitive — . . . .
Metoda C ; P . Analiza polimorfismului
L. coloranti heterocromatina .
(centromerici) " ) . cromozomial
fluorescenti pericentromerica
Giemsa sau . .. . . . )
Metoda T coloranti Benzi pozitive — Analiza polimorfismului
(telomerica) e heterocromatina telomerica cromozomial
fluorescenti

G Q

ow UU
R T C

Dispunerea benzilor cromozomiale obtinute prin diferite tehnici de
colorare (cromozomul X)

TEHNICI DE CITOGENETICA MOLECULARA

Pe baza metodelor de analizd moleculard a acizilor nucleici au fost elaborate o serie de tehnici
noi de analizd a cromozomilor interfazici, ce se caracterizeaza printr-0 specificitate si precizie
inalta— metode de hibridizare in situ (FISH, CGH, SKY).

Metoda FISH (fluorescent in situ hybridization) este bazata pe urmatoarele principii:

I.  se utilizeaza sonde moleculare marcate fluorescent, care sunt complementare unor secvente
nucleotidice specifice ale unui cromozom sau fragment de cromozom,;

ii. in preparatul microscopic In Situ, supus unui tratament alcalin, ADN-ul cromozomial
denatureaza prin ruperea legdturilor de hidrogen dintre cele doud catene ale moleculei de

ADN;

iii.  la adaugarea sondei 1n preparat are loc legarea ei complementara la secventa specifica a
cromozomului - hibridizarea;
Iv.  ulterior, preparatul este prelucrat cu o substanta ce se leaga selectiv de biotind sau de
digoxigenina: pentru biotind este specifica streptovidina, iar pentru digoxigenind sunt
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anticorpii antidigoxigeninici; la aceste substante se pot adauga unul sau mai multi coloranti
fluorescenti;
V.  cromozomii colorati se vizualizeaza la microscop pe fondul cromozomilor necolorati.

Tehnica FISH se utilizeaza pentru evidentierea:
- cromozomilor supranumerari;
- anomaliilor cromozomice de structura;
- rearanjamentelor intercromozomiale complicate;
- microdeletiilor si microduplicatiilor cromozomice;
- localizarii genelor.

Aceastd tehnicd este precisd, rapidd si economa de aceea este tot mai larg utilizatd in

diagnosticul anomaliilor congenitale, sindroamelor monogenice, diagnosticul prenatal.

CGH (comparative genome hybridization). Aceasta tehnica este utilizata in citogenetica
oncologica pentru determinarea regiunilor cromozomiale deletate sau amplificate intr-un anumit tip
de cancer. Regiunile deletate, de reguld, contin gene supresoare de tumori, iar cele amplificate —
oncogene. Astfel, metoda este utilizatd pentru cartarea si clonarea genelor implicate in
cancerogeneza.

Metoda CGH consta in urmatoarele: se extrage ADN-ul dintr-o tumora si dintr-un tesut
normal; ADN-ul din tumora si din tesutul normal se marcheaza cu diferiti fluorocromi; ADN-ul
marcat (si din tumord, si din tesutul normal) este hibridizat cu preparatul cromozomic obtinut din
tumord; se determind regiunile cu deletii sau cu amplificari dupa intensitatea marcherilor. Analiza
rezultatelor este efectuata utilizind programe speciale computerizate.

SKY (spectral karyotyping) — analiza spectroscopicia a cromozomilor. Aceastd tehnica se
bazeaza pe utilizarea unui set de sonde fluorescente cu coloranti diferiti. Fiecare sonda specifica un
anumit segment cromozomic. Fiecare pereche cromozomiald are parametri spectrali unici.
Utilizandu-se interferometrul, analogic aparatelor utilizate in masurarea spectrului obiectelor
astronomice, este posibila depistarea unor variatii minore in componenta spectrald a cromozomului,
invizibile ochiului. Computerul analizeaza datele interferometrului si gratie unei programe speciale
indica pentru fiecare pereche de cromozomi culori anumite. Avantajul acestei metode consta intr-0
individualizare mult mai precisa a cromozomilor, datorita culorii lor specifice; depistarea unor
translocatii ce sunt greu de depistat prin alte metode citogenetice. Se utilizeaza in oncocitogenetica
pentru depistarea aberatiilor cromozomice ce se produc la nivel de tumoare, chiar si a unor
rearanjamente ce implica fragmente cromozomice foarte scurte.

NOMENCLATURA CROMOZOMILOR UMANI

Exista un sistem international de standardizare, care permite formularea cariotipului normal sau
anormal cu ajutorul unor simboluri si semne, ce redau numarul de cromozomi si eventualele anomalii
de structura - deficit, surplus sau rearanjamente ale materialului cromozomic.

in cazul cariotipului normal se scrie numarul total de cromozomi urmat de o virgula, dupa care
se scrie structura gonosomilor:
o cariotip feminin normal - 46,XX
o cariotip masculin normal - 46,XY.

Cariotipurile  anormale pot caracteriza anomaliile cromozomiale numerice sau anomaliile
structurale:

o anomalii ale autosomilor — numarul total de cromozomi, virgula, gonosomii, iar dupa o alta

virguld, precedat de + (cromozom suplimentar) sau - (lipsa unui cromozom) se scrie
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numarul cromozomului implicat (de ex..: 47, XX, +21 (trisomia 21); 47,XY,+13 (trisomia
13); 45,XX,-8 (monosomia 8); etc.;

o anomalii ale gonosomilor — se scrie numarul total de cromozomi, urmat dupa virgula de
gonosomii respectivi (de ex.: 45,X (monosomia X); 47,XXY (disomia X); 47,XXX
(trisomia X)).

In rezultatul coloririi diferentiate pe fiecare cromozom se pot observa o serie de repere, elemente
importante pentru identificarea unui cromozom:

- benzi net conturate,

- centromerul,

- telomerele.

Dea lungul bratelor cromozomilor sunt delimitate regiuni. Fiecare regiune are mai multe benzi, iar
benzile pot avea subbenzi.

Cromozomii metafazici prezinta 400 - 500 benzi, in timp ce cromozomii aflati in profaza timpurie
prezinta 1800-2000 benzi (metode de inalta rezolutie).

ACH 3
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Y (1 o
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Aspectul crs prometafazici vs crs metafazici

Nomenclatura benzilor: regiunile si benzile se numeroteaza de la centromer spre telomere
pentru fiecare din brate; ex: 7q12 - cromozomul (7), bratul distal (q), regiunea (1), banda (2).
Pentru desemnarea anomaliilor cromozomiale structurale se indica natura rearanjamentului si
punctele de rupturd, identificate prin banda si regiunea in care se produc. Exemple:
o 46,XX,del(1)(g21g31) - cariotip feminin cu deletica unui fragment a bratului distal al
cromozomului 1 de la regiunea 2, banda 2 pana la regiunea 3, banda 1.
o 46,XY,r(2)(p21931) - cromozomul 2 inelar; punctele de rupturda sunt pe bratul proximal in
regiunea 2 banda 1 si pe bratul distal in regiunea 3 banda 1.
e 46,XX,inv(2)(p21g31) - inversie pericentricd a segmentului cuprins intre regiunea 2 banda 1,
bratul proximal si regiunea 3 banda 1, bratul distal ale cromozomului 2.
e 46,X,i(Xq) -isocromozom de brate distale al cromozomului X;
o 46,X,del(X)(g12.1-9g24.3) — deletia unui segment din crs X, de pe bratul distal, de la regiunea 1
banda 2 subbanda 1 pind la regiunea 2 banda 4 subbanda 3.
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Simboluri folosite in descrierea cariotipului (standarde internationale)

Simboluri Semnificatia simbolului
A-G Grupele de cromozomi
1-22 Numerele cromozomilor autosomi
XY Gonosomii (cromozomii sexuali)
/ Mozaicizm cromozomial
p Brat proximal, scurt
q Brat distal, lung
pter Capatul bratului proximal
qter Capatul bratului distal
cen centromer
del Deletie, pierderea unui fragment cromozomic
der Cromozom derivat printr-un rearanjament cromozomial
dup Duplicatie, dublarea unui fragment cromozomic
dic Cromozom dicentric, cu doi centromeri
fra Situs fragil
i Izocromozom, cu brate identice p sau q
ins Insertia unui fragment cromozomic
inv Inversia unui fragment cromozomic
mat Origine materna
pat Origine paternd
r Cromozom inelar (ring)
t Translocatia unui fragment cromozomic pe alt cromozom neomolog
upd Disomie uniparentala
" Rupere cu reunire
+ Inaintea numarului unui cromozom — adiugarea cromozomului intreg,
dupa numarul unui cromozom — addugarea unei parti de cromozom
- Inaintea numarului unui cromozom —pierderea cromozomului intreg,
dupad numarul unui cromozom —pierderea unei parti de cromozom

VARIATII ALE CARIOTIPULUI LA PERSOANE CU FENOTIP NORMAL

Exista uneori o serie de abateri de la regulile generale stabilite, care determina unele variante
(variatii) particulare rare, dar care nu reprezinta anomalii cromozomice.

Variatii numerice:
- la femeie - dupa varsta de 60 ani, pana la 7% din celulele organismului pot pierde unul din
cromozomii X, devenind 45,X;
- la barbat - dupa varsta de 70 ani, pana la 2% din celule pot pierde cromozomul Y si devin 45,X.

Variatii structurale in heterocromatina:
- lungimea i forma cromozomilor omologi poate varia; variatiile in lungime intereseaza in special
bratele scurte ale cromozomilor D, G.
- satelitii se gasesc obisnuit In cromozomii acrocentrici, cu exceptia cromozomului Y, dar pot fi
observati si pe alti cromozomi; pot prezenta o mare variabilitate in forma si marime.
- constrictiile secundare care reprezintd zone decondensate, situate in regiunile proximale ale bratelor
lungi ale cromozomilor 1, 9, 16 si Y; uneori pot prezenta o marire exagerata a constrictiilor secundare
(46, XX, 1gh+; 46,XY, 1gh++...).
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Polimorfismele de bandare (benzile Q, G si C) sunt reprezentate de diferente in ceea ce priveste
marimea §i aspectul unor zone cromozomice; cel mai frecvent, polimorfismele implica regiunile
centromerice, bratele scurte si satelitii cromozomilor D si G, zona de constrictie secundara de pe bratul
lung al cromozomului Y.

Semnificatia polimorfismului: polimorfismul se transmite dominant dupad modelul mendelian, nu
modifica expresia fenotipiciA deoarece pare limitat numai la regiunile heterocromatiniene,
inactive genetic (produce modificari cantitative ale ADN repetitiv).

Polimorfismul cromozomic este utilizat:

- ca marcher pentru evidentierea transmiterii unor caractere de la parinti la copii (de ex.: cercetarea
paternitatii);

- pentru determinarea originii parentale a nedisjunctiei in aneuploidii (de ex.: originea cromozomilor
suplimentari in trisomii);

- pentru identificarea cromozomilor care contin gene marcher pentru unele patologii monogenice;

- stabilirea unor grupe de inlantuire (linkage) genica;

- evaluarea frecventei unor polimorfisme 1n unele forme de leucemii si la copiii cu anomalii
congenitale.
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CURS5

ANOMALII CROMOZOMICE

Anomaliile cromozomice reprezintd modificari ale numarului cromozomilor caracteristic
speciei (46 in celulele somatice umane) sau modificari structurale ale acestora. in literaturd sunt
intalnite notiunile de mutatii genomice (ce explicd anomaliile cromozomice de numar) si mutatii sau
aberatii cromozomice (ce se referd la anomaliile de structurd). Anomalii cromozomice numerice
afecteaza intregul cromozom si cele structurale implica rearanjamente ale structurii cromozomilor.

- Tetraploidii (<n)

Poliploidii —
= Triploidii (2m

NUMERICE

- Monosomil (G5 50

Aneuploidil —
— Trisomiil (47 XY, 47 X +21.0)

ANOMALI
CROMOZOMICE

- Inversii (iny)

Echilibrate - Translocatii reciproce (t)
L Translocatii robertsoniens (rob)

STRUCTURALE - Deletii (del)

- Dwuplicatii (dup)

MNeechilibrate —
- lzocromozomi (iso p, IS q)
L Cromozomi inelar (n)

Clasificarea anomaliilor cromozomice

Factori posibili ce produc anomalii cromozomice ar putea fi:
= factori care deregleaza mitoza sau pot produce rupturi ale ADN-ului sau altereaza replicarea:
- factori chimici: citostatice, antimetaboliti, radicali liberi, agentii alchilanti;
- factori fizici: radiatiile ionizante;
- factori biologici: virusuri;
= varsta maternd avansatd, care sporeste riscul erorilor in segregarea cromozomilor in meioza si a
aneuploidiilor la descendenti;
* unul din parinti este purtitor de anomalie congenitald echilibrata (translocatie, inversie);
= rearanjarile intercromozomice prin crossing-over inegal sau erori de recombinare.

ANOMALIILE CROMOZOMICE DE STRUCTURA

Anomaliile cromozomice structurale pot fi clasificate in functie de efectul fenotipic si de
mecanismul de producere.

Pe baza efectului fenotipic, anomaliile cromozomice structurale se impart in: echilibrate
(inversiile si translocatiile), care nu modifica fenotipul purtatorului si neechilibrate (deletiile,
duplicatiile, etc.), care produc fenotipuri anormale.

In raport cu mecanismul de producere, anomaliile cromozomice structurale pot fi grupate in:
anomalii produse printr-o singura rupturd cromozomica (deletia terminald), anomalii produse prin
doud rupturi cromozomice in acelasi cromozom (deletiile interstitiale, inversiile, cromozomii
inelari), anomalii produse prin rupturi in cromozomi diferiti (cromozomii dicentrici, translocatiile
reciproce si cele robertsoniene; insertiile).
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ANOMALII CROMOZOMICE ECHILIBRATE

Inversia reprezinta o anomalie de structura, caracterizata prin modificarea ordinii genelor de pe
un fragment cromozomic. Mecanismul de producere constd in ruperea unui cromozom in doua puncte
si rotirea cu 180" a fragmentului intermediar.

Inversiile pot fi de doua tipuri: pericentrice: produse prin ruptura unui cromozom in doua
puncte situate pe brate diferite, urmati de rotatia cu 180° a fragmentului intermediar si reunirea
fragmentelor; iIn urma acestei rotatii se poate produce modificarea configuratiei cromozomului;
paracentrice: produse prin ruptura unui cromozom in doud puncte situate pe acelasi brat, urmata de
rotatia cu 180° a fragmentului intermediar si reunirea fragmentelor; in urma acestei rotatii nu se
modifica configuratia cromozomului, ci numai ordinea benzilor.

Inversie
paracentrica

Invesie P
pericentricd .

=)

inv(1)(p21q11) “Crs. 1 inv(1){g11942)

Translocatiile sunt anomalii de structurd caracterizate prin trecerea unuia sau mai multor
fragmente cromozomice de pe un cromozom pe altul, fird a determina modificari fenotipice.
Translocatiile pot fi de trei tipuri:

- reciproce - produse prin ruperea a doi cromozomi in cadte un punct, urmatd de schimbul
fragmentelor rupte si realipirea cromozomilor;

Translocatie
reciproca
------- E
.-

Crs. 1 Crsd 1(1:4)(425:431)

cu insertii - produse prin ruperea a doi cromozomi neomologi, unul intr-un punct si celélalt in
doua puncte de pe acelasi brat, urmata de inserarea in punctul de ruptura al primului cromozom al
fragmentului intermediar din al doilea cromozom;

Translocatie
cu insertie
——————— >

“Crs 1 Crs 4 1:4)(422431;429)

- robertsoniene - produse prin ruperea a doi cromozomi acrocentrici la nivelul centromerului urmata
de fuziunea bratelor lungi (fuziune centrica) si pierderea bratelor scurte (contin doar gene pentru
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ARN ribosomal si, astfel, pierderea lor nu determina modificari fenotipice); acest tip de anomalii
conduce la scaderea numarului de cromozomi de 1a 46 la 45.

£ Translocatie
1 rohertsoniana
et T E
1
a5 J'_1
3 12 Anomaliile cromozomice
echilibrate  nu  Crs13  Crs21 rob(13:21(p11:q11)  modifica fenotipul individului,

deoarece reprezinta rearanjari cromozomice, care nu determind modificari cantitative ale materialului
genetic. Dar, purtatorul unei translocatii echilibrate, desi normal fenotipic, poate produce gameti
anormali datorita erorilor de conjugare si erorilor de segregare (nedisjunctii) ale cromozomilor
implicati in translocatie.

H13g21g) 21 \\X
R
MEIOZA: W, A

conjugarea omologilor .
formarea trivalentului - "
Meiozal

Meiozall

segregarea in gameti

A i i. 0 .
! | I
[
S 0. sgas | ohe | alas | meMs | Eoe | 2as
= | " I n I I 1]
£ ]
=
normal  translocatie  trisomis rizomia  MONOSOMis  MONGSOoMmis
echilibrats Y 13 21 13
- T ol T
viabili neviahili
ZIGOTI

Consecintele translocatiei robertsoniene t(13921q)
asupra gametogenezei
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ANOMALII CROMOZOMICE NEECHILIBRATE

Deletiile sunt anomalii structurale caracterizate prin pierderea unor fragmente cromozomice.
Anomaliile pot fi de doua tipuri:
- terminale - produse prin ruperea unui cromozom intr-un punct, urmata de pierderea fragmentului
terminal,
- interstitiale - produse prin ruperea unui cromozom in doud puncte situate pe acelasi brat, urmata
de pierderea fragmentului intermediar.

Deletiile se pot produce si prin alte > Deletie
mecanisme:  crossing-over  inegal  intre P interstitiala
cromozomi omologi aliniati eronat, segregarea e T -
cromozomilor anormali in cursul meiozei €~ Deletie -
parentale in cazul in care unul din parinti terminala

prezintd o anomalie echilibrata. Deletia are ca
efect aparitia unei diferente de lungime intre N
cromozomii omologi. del(1)(p31) Crs. 1 del{1)(y23431)

Duplicatiile sunt anomalii structurale caracterizate prin prezenta in dublu exemplar a unui
fragment cromozomic. Anomalia se poate produce prin crossing-over inegal si segregare anormala a
cromozomilor cu translocatie.

Cromozomii inelari apar prin ruperea unui cromozom in doua puncte situate pe brate diferite,
urmata de pierderea segmentelor terminale (acentrice) si reunirea capetelor segmentului centric intr-o
structura inelara.

Izocromozomii sunt cromozomi anormali formati fie numai din brate scurte, fie numai din

brate lungi. Mecanismul de aparitie a anomaliei consta in clivarea transversala a centromerului.

Anomalia are ca efect aparitia unui cromozom care prezinta concomitent deletia unuia din brate si
duplicatia celuilalt brat.

p Clivare &B Iso(Xp)
transversald

—_
q
iso (Xq)
Cromozomul X

Cromozomii dicentrici sunt cromozomi anormali caracterizati prin prezenta in acelasi
cromozom a doi centromeri. Mecanismul de producere consta in ruperea a doi cromozomi in cate un
punct, urmata de pierderea fragmentelor terminale si unirea celor doua segmente cromozomice, care
prezintd centromere, intr-un singur cromozom.

Anomaliile cromozomice neechilibrate determind un dezechilibru cantitativ al materialului
genetic (in plus sau in minus) ce se manifesta fenotipic asemanator anomaliilor numerice (trisomii
partiale sau monosomii partiale). Trisomiile si monosomiile partiale ale unui cromozom determina
multiple caractere anormale in "tip si contratip” asemanatoare cu monosomiile si trisomiile totale ale
aceluiasi cromozom: trisomia 18 (sdr. Edwards) si monosomia partiala determinata de 18q-; trisomia
13 (sdr. Patau) si monosomia partiala determinata de r(13).



ANOMALIILE CROMOZOMICE NUMERICE

Anomaliile numerice sunt clasificate in: poliploidii (prezenta in plus a unor seturi haploide
de cromozomi) si aneuploidii (prezenta in plus sau absenta unui cromozom intreg).

Poliploidiile, in dependenta de numatul de seturi haploide prezente in nucleul celulei somatice,
pot fi: triploidii (3n) - 69, XXX sau 69,XXY sau 69,XYY; tetraploidii (4n )- 92,XXXX sau
92, XXYY; etc.

Triploidia (3n) poate rezulta prin fecundarea de cétre un gamet normal (n = haploid) a unui
gamet anormal (2n=diploid); gametul diploid este rezultatul nesepararii citelor de ordinul II in meioza
parentala (de obicei, in cursul ovogenezei, neexpulzarea primului globul polar - diginie; uneori in
cursul spermatogenezei - diandrie); prin erori in cursul fecundarii: fecundarea unui ovul (n) de catre 2
spermatozoizi (2n) — dispermie.

Tetraploidia (4n) poate fi rezultatul unei erori de clivaj in cursul primei diviziuni mitotice a
zigotului si dublarea numarului de cromozomi imediat dupd fecundare (endomitozd) sau prin
fecundarea a 2 gameti diploizi (2n+2n=4n). Poliploidiile intereseazd o mare cantitate de material
genetic si la om sunt, de reguld, neviabile (manifestindu-se prin avort in trimestrul I de sarcind sau
nou-nascuti morti).

Aneuploidile se caracterizeaza prin prezenta in plus fata de numarul diploid normal sau absenta a
1-2-3 cromozomi. Majoritatea aneuploidiilor sunt consecinta unor erori de segregare cromozomica
sau cromatidiana in cursul diviziunii celulare, numite nedisjunctii. in cazul nedisjunctiilor numarul
de cromozomi din celulele fiice nu este egal. Aceste anomalii se pot produce in meioza I, meioza 11
sau Tn mitoza. Rareori, gametii nulisomici, iar apoi embrionii monosomici, pot rezulta datorita
pierderii cromozomilor printr-o intdrziere anafazica la nivelul placii ecuatoriale.

Aneuploidiile omogene sunt rezultatul fecundarii unui gamet normal de catre un gamet aneuploid
produs prin erori de distributie a materialului genetic in cursul meiozei parentale.

Aneuploidiile in mozaic sunt rezultatul erorilor de distributic a materialului genetic in cursul
mitozei (de obicei, diviziunile de segmentare ale primelor stadii embrionare).

CLASIFICAREA ANEUPLOIDIILOR:
a) dupa surplus sau lipsa de cromozomi:
- monosomie (2n-1) - absenta unui cromozom;
- trisomie (2n+1) - prezenta unui cromozom supranumerar;

b) dupa tipul cromozomului implicat:
- aneuploidii autozomale
- aneuploidii gonozomale

¢) dupa numarul de celule afectate:
- anomalii omogene (prezenta anomaliei in toate celulele organismului);
- anomalii in mozaic (prezenta unor linii celulare anormale si normale in acelasi organism);

d) dupa asocierea sau lipsa acesteia cu anomaliile de structura:
- anomalii libere — fara anomalii cromozomice structurale;
- anomalii prin translocatie — prezenta in plus a unor cromozomi atasati la altii fara
modificarea numdrului diploid normal, sau falsa absentd a unui cromozom ca urmare a
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fuziondrii cu un altul. Uneori termenul se foloseste referitor la orice modificare cantitativa a
materialului genetic, inclusiv la anomaliile congenitale structurale:

- anomalii complete — prezenta in plus sau lipsa unui cromozom in intregime;

- anomalii partiale — prezenta in plus sau lipsa unui segment cromozomic.

Efectele si gravitatea anomaliilor cromozomice cantitative depind de:
- tipul de anomalie si miarimea dezechilibrului genetic - cu cat defectul cantitativ este mai
mare, cu atat consecintele sunt mai grave; deficitul are consecinte mai grave decat excesul,
- continutul genic si activitatea cromozomului implicat — de ex., trisomia 1 nu este viabila,
trisomia 21 - da.
- tipul si numarul de celule afectate - afectarea celulelor somatice duce la modificarea
fenotipului individului; afectarea celulelor sexuale duce la aparitia tulburdrilor de reproducere.

Monosomiile sunt mai grave decét trisomiile. Singura monosomie viabila la specia umana este
monosomia X; monosomiile autozomale, Y si 98% din zigotii cu monosomie X se elimina ca produsi
de avort, In trimestrul I de sarcina.

Trisomiile cromozomilor mari, activi genetic, sunt neviabile, producind avort in trimestrul I de
sarcind sau nou-nascuti morti. Viabile pot fi trisomiile 8, 13, 18, 21, fiind responsabile de multiple
anomalii de dezvoltare (sindroame):

- sindromul trisomiei 8 - 47, XX (XY), +8;

- sindromul Patau - 47, XX (XY), +13;

- sindromul Edwards - 47, XX (XY), +18;

- sindromul Down - 47, XX (XY), +21.

Anomaliile cromozomice viabile (sindroamele cromozomice) prezintd modificari fenotipice
comune (tulburdri de crestere pre- si postnatald; intarziere in dezvoltarea psiho-motorie si debilitate
mintald; multiple anomalii viscerale, disgenezii gonadice) si modificari specifice ale cromozomului sau
cromozomilor implicati.

INDICATIILE ANALIZEI CROMOZOMILOR UMANI

Analiza cariotipului prin diverse tehnici de colorare a cromozomilor metafazici sau
prometafazici, utilizind tehnici de citogenetica moleculara (FISH) este indicata in urmatoarele
situatii:

(1) Copiii cu anomalii congenitale multiple (minore/majore) tasociate cu:

- tulburari de crestere prenatald,

- intarziere In dezvoltarea psiho-motorie postnatala,

- anamneza familiala — tulburari de reproducere.
(2) Debilitati mintale (indiferent de grad) de cauze nedeterminate si/sau tulburiri de comportament
+ asociate cu:

- dismorfie faciala,

- anamneza familiala pozitiva ( teste pentru X fragil).
(3) Daca 1in situatiile (1),(2) se identifica 0 anomalie de structurd neechilibrata (monosomie sau trisomie
partiald) se va studia cariotipul

- parintilor (anomalie cromozomiala echilibrata);

- rudelor gr.l
(4) Stari intersexuale, pentru stabilirea sexului genetic (XX sau XY) sau anomaliilor cromozomilor
sexuali.

(5) Tulburiri de dezvoltare pubertara + semne de disgenezie gonadica:
- spermograma anormali (azo- sau oligospermie)
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- amenoree primara sau amenoree secundara precoce.
(6) Cupluri cu tulburari de reproducere (> 2 avorturi spontane si/sau nou-nascuti morti/Vvii
plurimalformati; 5% din cazuri se identifica anomalii cromozomiale echilibrata la unul dintre
partenerii).
(7) Hemopatiile maligne, mai rar in tumorile solide, pentru diagnostic pozitiv si diferential,
prognostic sau urmadrirea evolutiei tratamentului.
(8) Sindroame cu instabilitate cromozomica (sindromul Bloom, anemia Fanconi, sindromul
Nijmegen, sindromul ICF s.a).
(9) Depistarea efectului mutagen al expunerii profesionale sau accidentale la radiatii ionizante si
unele substante chimice (clastogene).
(10) in DIAGNOSTICUL PRENATAL, studiul cromozomilor in celulele fetale este indicat la femeile
gravide:
- peste 35 de ani;
- unul din parinti are 0 anomalie cromozomica echilibrata;
- copil cu o anomalie cromozomica de novo (desi cariotipul parintilor este normal este posibil
un mozaicism gonadic prenatal);
- semne ecografice de alarma sau testele de screening biochimic (triplu test) pentru sindromul
Down sunt pozitive;
- pentru stabilirea sexului genetic, in cazul mamelor purtatoare de mutatii recesive gonosomale —
XNX? (in care se inbolnivesc numai % din baieti) si nu existd o metoda de diagnostic prenatal
specific.
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CURS
PARTICULARITATILE CROMOZOMILOR X si Y

Gonosomii provin dintr-o pereche de autosomi, care in procesul evolutiei s-au diferentiat
genetic si morfologic, formand cei doi cromozomi X si Y. Acest proces s-a realizat prin
»specializarea” progresiva a cromozomului Y, care a pastrat genele determinismului sexual si a
pierdut aproape toate genele somatice, devenind mult mai mic ca cromozomul X, care a conservat
forma originala pastrand atat genele de sexualizare, cit si cele somatice. Diferentierea celor doi
gonosomi a fost necesara pentru:

- aImpiedica schimbul de gene intre cromozomul X si Y Tn meioza si permite conservarea pura a
determinantilor sexuali specifici fiecdrui cromozom;
- aasigura ulterior obtinerea unor zigoti cu sexe genetic distincte — XX sau XY.

Cromozomii de sex (gonozomi, heterozomi) se deosebesc atat dupa structurd (dimensiuni,
pozitia centromerului, cantitatea de heterocromatina), cat si dupa continutul de gene.

Cromozomul X - este un cromozom submetacentric mediu (Grupa C). Este prezent in
celulele somatice la indivizii de ambele sexe: in dublu exemplar la femeile cu cariotip 46,XX si intr-
un singur exemplar la barbatii cu cariotip 46,XY; este prezent intr-un singur exemplar in ovule circa
1606 gene:
= gene structurale pentru caractere somatice (de ex., grupa sanguina Xg, factorii VIII si
IX de coagulare, enzima glucozo-6-fosfat dehidrogenaza, vederea cromatica etc.);
gene reglatoare feminizante;
gene structurale feminizante;
gene structurale masculinizante.

Cromozomul Y — este un cromozom acrocentric mic (Grupa G), 2/3 din bratul q este
inactiv genetic, fiind heterocromatinizat. Este prezent intr-un singur exemplar in celulele somatice
ale indivizilor de sex masculin cu cariotip 46,XY si in 50% din spermatozoizi. Cromozomul Y
contine circa 397 gene:
= gene reglatoare masculinizante (SRY = Tdf);
= gene care asigura fertilitatea (AZF1, AZF2);
= gene structurale somatice (factorul de control al cresterii dintilor, receptor

interleukina);
= pseudogene (actind, Xg).

Deoarece genomul feminin contine doi cromozomi X, iar cel masculin un singur cromozom
X, produsii genelor localizate pe cromozomii X ar trebui sa fie Intr-o cantitate dubla la femeie fata
de barbat. Acest lucru insd nu se intdmpla datorita inactivarii unui cromozom X la femeile normale
si a cromozomilor X suplimentari la indivizii ce se abat de la normal, fapt ce determind sa ramana in
stare functionald un singur cromozom X la ambele sexe, fenomen denumit compensatie de dozi a
genelor X-linkate.

Ipoteza existentei unui asemenea mecanism a fost formulatd in 1961 de Mary Lyon si
cuprinde trei postulate:
In celulele somatice este activ un singur cromozom X, restul fiind inactivati si nedisponibili
pentru transcriptie. Procesul de inactivare este un proces de heterocromatinizare: cromozomul X
inactivat este puternic condensat si vizibil in interfaza sub forma corpusculului Barr; replicarea
lui se produce la sfarsitul perioadei S.
Inactivarea se produce la inceputul vietii intrauterine, Tnainte de implantarea blastocistului (la
ziua a 16-18, la etapa de ~3000-4000 celule). Pana la acest moment ambii cromozomi X sunt
activi (se sintetizeazd ARNm, enzime); embrionii 46,XX si 46,XY sunt biochimic si functional
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diferiti; inactivarea unui din cromozomii X, odatd aparutd, ramane definitiva la toti descendentii
celulei.

Inactivarea cromozomului X-matern sau X-patern are un caracter intdmplator si independent in
fiecare celuld. Deci fiecare femeie normala este un ,,mozaic” de celule somatice, unele avand
activ X-ul matern, altele X-ul patern.

Consecintele genetice ale inactivarii cromozomului X
1. Compensarea dozajului genic X-lincat. Daca un X este inactivat:
- cantitatea totald a produsilor genelor X va fi aceeasi la ambele sexe;
- procesul de inactivare a crs X nu este intotdeauna complet si perfect;
- in aneuploidiile X
o femeile 45,X0 si barbatii XXY manifestd fenotipuri anormale;
o S-a observat ca fenotipul unui individ este cu atdt mai anormal, cu cat sunt prezenti
mai multi cromozomi X.

2. Variabilitatea expresiei la femeile heterozigote. Femeile heterozigote pentru gene X-linkate au
o variabilitate considerabila in expresia fenotipicd, deoarece inactivarea cromozomului X este
intampldtoare si ca urmare proportia celulelor in care o aleld oarecare este inactiva va fi variabila (de
la 0%- 100%). Daca alela mutanta este functionald intr-o majoritate a celulelor organismului,
heterozigotii feminini pot manifesta tulburarea (,,heterozigotul care se manifesta” sau ,,Layonizare
defavorabild” ). Exemple de boli: deficitul de G-6-PD, daltonismul, hemofilia, distrofia musculara
Duchenne.

3. Mozaicismul. Femeile prezintd un mozaicism pentru genele X-lincate si au deci doua populatii de

celule, una cu X- matern activ, alta cu X- patern activ. La om fenomenul de mozaicism a fost

evidentiat in cazul femeilor heterozigote pentru:

— forma rard de albinism X-linkat, la care la fundul ochiului s-au depistat pete de celule
pigmentate $i nepigmentate.

— gena ce codifica G-6-PD, aceasta prezinta 2 alele care produc doud forme distincte ale enzimei.
La femeile heterozigote s-au izolat celule de piele in culturd si s-a demonstrat ca descendentii
unei celule produc un singur tip de enzima.

MECANISME MOLECULARE IMPLICATE iN LYONIZARE

Au fost semnalate gene care raman functional-active pe cromozomul X inactivat. O
explicatie a acestui fenomen ar fi faptul ca o parte din ele au gene omoloage pe cromozomul Y, de
aceea nu necesita compensarea dozei. Genele din regiunea pseudoautozomala (PAR), cu o0 extindere
de 2Mb, cuprinsa intre Xp22- pter sunt:

gena STS, care codifica steroid-sulfataza;
— gena MIC-2, din vecinatatea regiunii pseudoautozomale;
— genele DXS, U23E, UBEI din regiunea proximala a bratului scurt;
— gena RPS4X care codifica proteinele ribozomale S4 din regiunea proximala a bratului lung.

! | — regiunea pseudoautosomali (PA) cu gene comune si pe crs X si pe crs Y:
- Xpter,;
" " - Ypter,;
Il — regiunea cu gene specifice numai crs X;
™ 11l —regiunea crs Y cu gene masculinizante;

IV —regiunea crs Y (2/3Yq) cu secvente necodificatoare — heterocromatini constitutiva.
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Cercetirile de biologie moleculari au identificat pe cromozomul X un segment - (q13),
implicat in inactivare, denumit centru de inactivare a cromozomului X (XIC). La acest nivel se
gaseste gena XIST, care este o gena atipica - a pierdut potentialul de codificare proteica. Ea
codifica o moleculd de ARN de circa 17 Kb care ramane asociata cu cromozomul inactivat genetic.

Prin experiente de transgeneza s-a constatat ca gena XIST integratd intr-un autosom este
capabild sa declanseze procesul de inactivare cromozomiald si formarea heterocromatinei. Prin
metoda FISH s-a constatat ca molecula de ARN- XIST se localizeaza pe autosomul in care s-a
integrat gena si antreneaza inactivarea ,,in Cis” a genelor autozomale. De asemenea s-a constatat ca
autosomul 1n care este integratd gena XIST este hipoacetilat la nivelul histonei H4 si are loc
formarea unui tip nou de histone- macroH2A1. Alte cercetari releva ca mecanismul de inactivare
depinde de stabilitatea moleculei de ARN-XIST pe cromozomul X inactivat. Forma stabila si
instabild de ARN se transcrie de pe promotori diferiti ale aceleasi gene. Reglarea expresiei genei
XIST poate fi explicatd pe baza fenomenului de amprentare genomicad. Amprentarea genomica
(sau imprinting-ul parental) reprezinta represarea permanenta, dependenta de originea parentald, a
activitatii transcriptionale a uneia din cele doua copii ale unei gene din perechea de alele; sunt
modificari suferite de gene 1n cursul gametogenezei si/sau embriogenezei precoce si reprezintd un
mecanism de reglare a expresiei fenotipice a unor gene.

TESTUL CROMATINEI X

Cromatina X reprezinta un cromocentru vizibil, in mod normal, In nucleii interfazici ai celulelor
apartinand sexului feminin; ea rezultd prin heterocromatinizarea unuia dintre cei doi cromozomi X.
Originea si semnificatia cromatinei X a fost explicata de Mary Lyon (1961).

Studiul celulelor interfazice din orice tesut provenit de la organismul feminin normal permite
identificarea cromatinei sexuale X. Tehnicile uzuale folosesc frotiul din celulele mucoasei bucale
(testul Barr) si frotiul din sange periferic. Evaluarea acestor teste presupune stabilirea numarului
cromozomilor X in corelatie cu numéarul de corpusculi de heterocromatind X.

Corpusculul Barr reprezintd un cromozom X heterocromatinizat, puternic condensat si intens
colorat bazofil. Este situat cel mai frecvent periferic, lipit de fata interna a membranei nucleare
(intranuclear) si are o forma ovala, plan convexa, discoidala sau triunghiulara. Marimea medie este de
1 micron (% 0,3). Cand corpusculul Barr este situat central trebuie diferentiat de cromocentri nespecifici
sau de nucleol, care se prezintd ca o formatiune rotunda, cu dimensiuni mai mari, ce se coloreaza in
brun-caramiziu cu verde de metilpironina.

X

e
%

Morfologia corpusculului Barr in celulele mucoasei bucale.
A. Microfotografia nucleilor interfazici. B. Schema unei celule.
CB - corpuscul Barr. NC - nucleol.

In mod normal corpusculul Barr este prezent intr-un singur exemplar la femeie si lipseste la barbat,
deoarece barbatul are un singur cromozom X, iar acesta nu se inactiveaza, in timp ce femeia are doi
cromozomi X, din care unul se inactiveaza.

In frotiurile mucoasei bucale frecventa teoretica a corpusculului Barr este de 100%, iar practic -
aproximativ de 30-40%. Aceasta frecventa reald se datoreaza:

- excluderii corpusculilor situati central;
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- calitatilor improprii ale unor nuclei din celulele superficiale sau profunde;

- defectelor de colorare;

- existentei reale a celulelor cromatin-negative: cromozomul X inactiv nu se condenseaza din cauza
unor conditii metabolice generale sau celulare;

- alte cauze: varsta, ciclu ovarian, boli, tratamente.

In cazuri patologice - anomalii de numir ale cromozomilor X (disgenezii gonadice) - poate fi
prezent la barbat (47,XXY), absent la femeie (45,X) sau prezent in mai multe exemplare la ambele sexe
(polisomii X).

Marimea corpusculului Barr depinde de marimea cromozomului X inactivat (mai mare de 1
micron: is0Xq, duplicatie pe cromozomul X; mai mic de 1 micron: deletie pe cromozomul X, crs X
inelar).

Cand pe aceeasi lama se intdlnesc celule cu un numadr diferit de corpusculi Barr, se ia in
consideratie numarul maxim gasit deoarece unii ar putea s nu apara.

TESTUL CROMATINEI Y

Cromatina Y reprezinta aspectul interfazic al celor 2/3 distale ale bratului g al cromozomului
Y. Se evidentiaza prin colorare cu quinacrina prezentandu-se un corpuscul intens fluorescent (corpuscul
F), vizibil in nucleul interfazic. Marimea lui este de 0,25 microni si este situat liber sau lipit de
membrana nucleard. Frecventa este diferitd 1n diferite tesuturi ale organismului masculin:
= 70-80% in fibroblasti,
*  45% 1n spermatozoizi;
Corpusculul F este prezent exclusiv la barbat intr-un singur exemplar; poate fi prezent in doua
exemplare la persoanele cu cariotip 47,XYY.

VALOAREA PRACTICA A TESTULUI CROMATINEI SEXUALE

Testul cromatinei X este un test rapid, foarte util in multe situatii, care poate fi efectuat in conditii
de dotare minima, cu mijloace modeste:

a) prenatal: in celulele extrase prin punctie amniotica - permite stabilirea sexului genetic al
fatului in anomaliile gonosomale recesive (de exemplu hemofilie sau miopatie Duchenne) in cazul in
care femeia este purtdtoare a genei anormale (risc 50%).

b) la nastere: in cazul ambiguitatii sexuale la nou nascutii cu testicul nepalpabil - pentru precizarea
sexului genetic si punerea in concordanta cu sexul civil; sexul civil are importanta mai ales in
edificarea ulterioara a sexului psiho-comportamental.

C) mai tarziu: in diferite anomalii de sexualizare pentru precizarea sexului genetic; diagnosticul
disgeneziilor gonadice orhitice sau ovariene prin anomalii de numar si structurd a cromozomilor
sexuali.

d) in medicina legala si criminalistica pentru precizarea provenientei feminine sau masculine a
unor fragmente de tesuturi, pete de sange, fire de par.

DAR, testul cromatinei sexuale este un test subiectiv, nu poate depista toate mozaicurile si nici
anomaliile autozomilor; in multe situatii, pentru precizare necesitd efectuarea cariotipului.
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cromozomi

CURS5

TRANSMITEREA MATERIALULUI GENETIC DE LA CELULA LA CELULA

Una dintre proprietatile fundamentale ale organismelor vii este autoreproducerea, asigurata
de proprietatea unica a moleculelor de ADN de a se replica. In timpul replicarii materialul genetic se
dubleaza, iar in timpul diviziunii celulare are loc distributia lui descendentilor. Astfel, diviziunea
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celulara este ansamblul de evenimente genetice, biochimice si
morfologice, ce asigurd, prin intermediul cromozomilor, transmiterea
informatiei genetice la generatiile urmatoare de celule sau organisme.

Transmiterea informatiei genetice de la celula la celuld se realizeaza
in doua etape majore:
- dublarea ADN cromozomial;
- repartizarea egald si identicd a cromozomilor celulelor
fiice.

Acuratetea  dubldrii  materialului  genetic si  distributiei
cromozomilor in timpul diviziunii celulare sunt  asigurate de
succesiunea evenimentelor ciclului celular (ciclului mitotic) programate
genetic. Fiecare ciclu celular cuprinde doua perioade dinamic si calitativ

distincte: interfaza si mitoza.

Perioadele ciclului Nr de Nr C:e Dub_la:r e? . Compactizarea Segre_g?rflea_
celular cromozo mol. materialului materialului genetic materialului
mi ADN genetic genetic

< Gl 46 46 - slab condensat -

<

E S 46 92 Replicare slab condensat -

|_

= G2 46 92 - slab condensat -
Profaza 46 92 - puternic condensat -

< Metafaza 46 92 - maximal condensat -

o

g Disjunctia
Anafaza 92 92 - puternic condensat cromatidelor

surori
Telofaza | 46+46 | 46+ 46 i puternic / slab Citochineza
condensat

Interfaza reprezinta perioada dintre diviziuni pe parcursul careia materialul genetic este
decondensat §i se prezintd sub formd de cromatind; informatia geneticd este realizata prin expresia
unor anumite seturi de gene si sinteza diferitor proteine care asigura vitalitatea celulei, cresterea,
specializarea celulara si integrarea ei intr-un tesut. Pe parcursul interfazei celula primeste semnale
mitogene (pentru celulele tesuturilor proliferative inducerea mitozei este programata). Receptionand
semnalele mitogene, celula deruleaza procesele de pregatire catre mitoza:

- replicarea  ADN cromozomial
bicromatidieni;

cu dublarea materialului genetic, cromozomii devenind
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- controlul calitdtii materialului genetic si inlaturarea defectelor din moleculele de ADN prin
activarea diferitor sisteme reparative;
- dublarea centriolilor, care vor asigura formarea fusului de diviziune in timpul mitozei.

DUBLAREA MATERIALULUI GENETIC

Replicarea este procesul molecular prin care se realizeaza dublarea exacta a moleculelor de
ADN (a secventei nucleotidice), si in consecintd dublarea exactd a materialului genetic. Dintr-0
moleculd de ADN se formeaza doud molecule identice atat intre ele, cat si cu molecula parentala.
Acest proces are loc datoritd particularitatilor unice de organizare a moleculelor de ADN: ADN
este format din douad catene polinucleotidice complementare si antiparalele.

Principalele caracteristici ale replicarii sunt:

— sinteza replicativda a ADN-ului este semiconservativd, deoarece
fiecare din cele doud catene este folosita ca matrita pentru sinteza
unei catene noi de ADN, noile molecule contin o catend matrita
si alta noua;

- replicarea ADN-ului nuclear are loc numai o0 singura data pe
parcursul ciclului mitotic, In perioada sintetica a interfazei;

— procesul este asincron - unele secvente de ADN se replicd mai
precoce (eucromatina), iar alte secvente  — mai tardiv
(heterocromatina).

In rezultatul sintezei replicative a ADN-ului materialul genetic se
dubleaza si cromozomii devin bicromatidieni. Daca pana la replicare in
celuld sunt 46 de cromozomi monocromatidieni (46 de molecule de
ADN) dupa replicare cei 46 de cromozomi devin bicromatidieni (92 de
molecule de ADN). Moleculele de ADN obtinute prin replicare raméan
unite prin centromer pana in anafazd (doud molecule de ADN identice
intre ele reprezinta cromatidele surori ale unui cromozom) .

Replicarea semiconservativa a
ADN-ului

DISTRIBUTIA MATERIALULUI GENETIC PRIN MITOZA ECVATIONALA

Mitoza reprezinta mecanismul de distributie a materialului genetic replicat la doi poli ai
celulei, asigurat de fusul acromatic si de separarea masei citoplasmatice, cu formarea a doua celule
identice genetic Intre ele si cu celula mama.

Mitoza reprezintd o diviziune ecvationald determinata de urmatoarele evenimente:
- condensarea materialuilui genetic — cromatina se transforma in cromozomi facilitdnd distributia
egala si identica a materialului genetic;

- toti cromozomii sunt bicromatidieni; cromatidele surori sun identice, rezultate prin replicarea
ADN-ului cromozomial, cromatidele sunt unite prin centromer de la sfarsitul perioadei S pana in

Anafaza;

- in regiunea centromerului fiecarui cromozom se maturizeaza cdte o pereche de kinetocori, ce
asigura interactiunea cromozomilor cu firele fusului acromatic;

- organizarea aparatului de diviziune — centriolii in perioada S se dubleaza, in Profazda migreaza,
formand doi poli ai celulei de la care se asambleaza firele fusului de diviziune;
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- microtubului fusului de diviziune se unesc cu cromozomii de ambele parti ale centromerului prin
intermediul kinetocorilor;

- cromozomii maximal condensati, se aranjeaza intr-un singur plan ecuatorial — placa metafazica,
datoritd aparatului de diviziune;

- segregarea materialului genetic, replicat si condensat, se realizeaza prin:
- dublarea si clivarea longitudinala a centromerilor,
- disjunctia cromatidelor surori (din fiecare cromozom bicromatidian se formeaza doi
cromozomi monocromatidieni);
- migrarea simultand si sincrond a cromatidelor surori spre polii opusi ai celulei.

- procesul de repartizare a materialului genetic se finalizeaza prin formarea a doi nuclei identici
urmat de citochineza.

— 7
/Pl '

I |

P )
/ INTERFAZA
— | (Perioadele G1, S, G2)

TELOFAZA '-
T II-
AN,

e

METAFAZA PROMETAFAZA

Dinamica cromozomilor in diferite faze ale ciclului mitotic

Astfel, materialul genetic (cei 46 de cromozomi ai celulei somatice replicati), prin mitoza se
transmite de la o celula la doua celule fiice. Celulele rezultate mostenesc cate 46 de cromozomi —
material genetic identic, set de gene identic. Mitoza, In asa mod, reprezintd mecanismul ce asigura
proprietatea celulelor de a transmite in succesiunea generatiilor material genetic identic.

Rolul biologic al mitozei:

\  asigura transmiterea egala si identici a materialului genetic in succesiunea generatiilor de
celule;

V' reprezinti mecanismul universal de inmultire a celulelor somatice la organismele
pluricelulare;
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\  asiguri cresterea organismelor pluricelulare la etapele prenatale si postnatala;
\  reprezinti mecanismul prin care se reinnoiesc tesuturile;

\ intervine in procesul de regenerare a tesuturilor.

CARACTERISTICA PERIOADELOR CICLULUI MITOTIC

Perioadele . L Progese Forma de prezentare a
. . Evenimente celulare principale genetice de . . .
ciclului celular y materialului genetic
baza
Cresterea celular; Transcriptia Cromozomi monocromatidieni,
Gl Specializarea celulara; Translatia decondensati sub forma de
< Controlul competentei intrarii celulei in Reparatia eucromatind si heterocromatina
E perioada S.
E:l- Dublarea ADNului nuclear; Replicarea Cromozomii devin
= s Dublarea centriolilor. Reparatia bicromatidieni, decondensati
pd Transcriptia sub forma de eucromatina si
- Translatia heterocromatind
Controlul competentei intrarii celulei in Reparatia Cromozomi bicromatidieni,
G2 mitoza; Transcriptia decondensati sub forma de
Acumularea factorilor proteici mitotici. Translatia eucromatind si heterocromatina
Disocierea membranei nucleare; - Cromozomii bicromatidieni
Condensarea cromatinei si transformarea se condenseaza
ei in cromozomi;
Profaza | Formarea aparatului de diviziune;
Maturizarea kinetocorilor;
Interactiunea cromozomilor cu fusul de
diviziune.
Cromozomii sunt dispusi intr-un singur - Cromozomi bicromatidieni
< | Metafaza plan ecuatprial; o . maximal condensati
N Controlul interactiunii cromozomilor cu
9 fusul de diviziune.
S Clivarea longitudinala a centromerului - Din fiecare cromozom
Disjunctia cromatidelor surori bicromatidian, prin separarea
Anafaza | Migrarea simultana si sincrond a cromatidelor surori, se
cromatidelor spre polii celulei formeazi doi cromozomi
monocromatidieni.
Decondensarea cromozomilor cu - Cromozomi monocromatidieni,
transformarea lor in cromatina ce se decondenseaza
Reorganizarea membranei nucleare, cu transformandu-se 1n cromatina.
Telofaza <
formarea a doua nuclee
Citochineza cu formarea a doua celule
fiice

ERORILE MITOZEI

Erorile mitozei reprezinta anomalii de distributie a materialului genetic in timpul diviziunii
celulare. Insisi distributia materialului ereditar are loc in anafazi prin clivarea longitudinald a
centromerului, segregarea cromatidelor §i migrarea lor simultana spre polii celulei, iar prin separarea
citoplasmei cele doua celule-fiice mostenesc un numar identic de cromozomi. Din diverse motive
(defecte genetice, defecte metabolice, actiunea factorilor de mediu) aceste procese celulare pot fi
dereglate; se pot produce:

- asamblare anormald a fusului acromatic si interactiune defectuoasa cu kinetocorii;

- depolimerizare asincrond a microtubulilor, care determina migrarea neconcomitenta a
cromozomilor spre polii celulei;

- defecte in structura centromerului ce impiedica separarea cromatidelor-surori;
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- modificarea viscozitatii citoplasmei care poate impiedica procesul normal de deplasare a
cromozomilor spre polii celulelor, etc.

Principalele erori ce conduc la o distributie anormala a materialului genetic sunt:

- clivarea transversald a centromerului cu producerea izocromozomilor;

- nedisjunctia cromatidiand si

- intdrzierea anafazica cu producerea celulelor aneuploide (trisomii, monosomii).

1 1 2. 23 1 1 2 2 1 1 2 2 12
—— i —— () Coom D —_: S T — =L -
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Anafaza Nedisjunctia Intarziers Clivare transversala
nermala cromatidiana anafazica ] a centromerubui
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Cromozomi cromozomi cromozomi

Diferite erori ale mitozel 5i fipurile de celie rezulfafe pevbru o celuld cu dovd perechi de crs:
" sef normal de cromozomi — disomie — 21,
= sef anormal de cromozomi:
*  frisomie—2nm+I;
*  monosomie —2m—1I;
= celule cu gberatli cromozomiale:

* cuisop—2n 0f¥p);
*  cuisog—2niftg)

CLIVAREA TRANSVERSALA A CENTROMERULUI

In anafazi, cromozomul bicromatidian se separa in doi cromozomi monocromatidieni prin clivarea
centromerului. Clivarea centromerului, in normd, se realizeaza in plan longitudinal, rezultdnd doi
cromozomi identici dupa marime, forma si informatie genetica, avand un brat proximal (p) si altul distal
(). Dar, mai rar, clivarea centromerului se poate realiza in plan transversal, rezultand doi cromozomi
monocromatidieni diferiti ca marime, forma si continut genetic — izocromozomi (iso) ce contin doua brate
de acelasi fel:

- is0 p (ip) — cromozom format din doua brate p fiind absent bratul q;
- is0 q (ig)- cromozom format din doua brate q fiind absent bratul p.

In rezultatul clivarii transversale a centromerului §i segregarii cromozomilor, cele doud celule

fiice vor mosteni materialul genetic dublat al unui brat si absenta altui brat al cromozomului
implicat in anomalie. Ex.:

46, XX —EX_5 46 X,i(Xp) / 46,X,i(Xq)
46, XY —=20 5 46,X,i(Yp)/ 46,X,i(YQ)

46, XX (XY) —E=22L 5 46, XX (XY), i(21p) / 46,XX (XY), i(21q)
etc.
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NEDISJUNCTIA CROMATIDIANA

Cromatidele surori ale unui cromozom, rezultate prin replicarea premitotica a ADN-ului
cromozomial, se separd una de alta dupa clivarea centromerului. Acest proces reprezintd momentul
cheie in distributia materialului genetic in timpul diviziunii. In caz de neseparare — nondisjunctie —
cromatidele surori ale unui cromozom vor migra la acelasi pol, determinand o repartizare inegala a
materialului genetic. Ca rezultat una dintre celulele fiice va mosteni un cromozom in plus (2n+1 —
47 cromozomi — trisomie), iar in cealalta celula va lipsi cromozomul respectiv (2n-1 — 45
cromozomi — monosomie). Ex.:

46, XX —2X_5 45 X [ 47, XXX ;

46, XY —Y 5 45 X [ 47,XYY;

46, XX —B 5 45 XX,-13 / 47,XX,+13;

46, XY <88 5 45 XY, -18 / 47,XY ,+18;

46, XY —B2 5 45 XY,-21/47,XY,+21;

46, XX —8 5 45 XX,-8 [ 47, XX, +8;

etc.

INTARZIEREA ANAFAZICA

Dupa separarea cromatidelor-surori, prin depolimerizarea fusului de diviziune, are loc migrarea
simultand a cromozomilor monocromatidieni spre poli opusi. La fiecare pol ajung cate 46 cromozomi,
care vor fi separati in doud nuclee, iar prin citochineza vor rezulta doud celule cu continut genetic
identic. Ca rezultat al defectelor de dezasambalre a microtubulilor sau a modificarii viscozitatii
citoplasmatice migrarea cromozomilor poate fi asincrona. In rezultat, unii cromozomi vor nimeri in
nucleul celulei-fiice, iar altii, cei intarziati, vor forma micronuclei citoplasmatici, care vor degrada. In
consecintd, celulele fiice mostenesc seturi diferite de cromozomi: una dintre celule poate obtine un set
normal, iar cealalta celula va fi monosomica. EX.:

46, XX —AX 5 45 X [ 46,XX;

46, XY —2 5 45 X [ 46,XY;

46, XX —28 5 45 XX,-13 / 46,XX;

46, XY —28 5 45 XY, -18/ 46,XY;
etc.

CONSECINTELE ERORILOR DIN MITOZA

Erorile de distributie a materialului genetic in mitozd determina aparitia celulelor cu seturi diferite
de cromozomi in acelasi organism - mozaicuri celulare cromozomice ce pot genera doud sau mai
multe linii sau clone celulare, care diferd prin numdarul de cromozomi.

In rezultatul clivarii transversale a centromerului se poate produce mozaicul de tipul:
- 46,isop / 46,is0q - cand eroarea afecteaza diviziunea zigotului, sau
- 46/ 46,isop / 46,is0q - cand eroarea apare in cursul diviziunii blastomerilor.

In rezultatul nedisjunctiei cromatidiene, eroare determinata de nesepararea cromatidelor surori ale
unui cromozom in cursul anafazei, apar mozaicuri de tipul:
- 45/47 —cand eroarea afecteaza diviziunea zigotului; Sau
- 45/46/ 47 — cand eroarea apare in cursul diviziunii blastomerilor.

In rezultatul intarzierii anafazice - eroare caracterizata prin migrarea cu viteza redusa sau blocarea
migrarii unei cromatide dupa ce disjunctia cromatidiana s-a produs normal, determind aparitia unui

mozaic cromozomic de tipul 45/46.
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Evolutia clonelor celulare anormale depinde de viabilitatea celulelor care prezinta anomalia
cromozomica:

a. anomaliile grave determina moartea celulelor anormale (clonele anormale se autoelimina);
b. anomaliile mai putin grave permit multiplicarea celulei anormale cu aparitia unei clone
anormale.

Trisomiile sunt mai putin grave ca monosomiile, anomaliile gonosomilor sunt mai putin grave ca
anomaliile autosomilor; cromozomii mai mici au mai putine gene si anomaliile lor sunt mai putin grave
ca anomaliile cromozomilor mari.

Anomalii Erori mitotice — Anomalii Anomalii
cromozomiale cauze ale anomaliilor cromozomiale Lo .
cromosomice viabile cromosomice letale
Nedisjunctia cromatidiana 47 XXX Restul trisomiilor
47 XXY autozomale
Trisomii ATXYY
(47.+9) 47 XX(XY),+21
v 47 XX(XY),+13
47 XX(XY),+18
47 XX(XY),+8
Monasomii I\Ieflisjunc‘gia crorn.atvidiané; 45X Toate ~ monosomiile
9 Intarzierea anafazica autozomale
(45,-7)
46,X,i (Xp) Restul
i (70) 46,X,i (Yp) anomaliilor crs
P 46 XX(XY),i (?p)
Clivarea transversala a centromerului 46,X,i (Xq) Restul
) 46,X,i (YQ) anomaliilor crs
i (?0) 46,XX(XY),i (Dq) 46,XX(XY),i (?q)
46,XX(XY),i (Gq)

Consecintele fenotipice ale clonelor anormale depind de momentul ontogenetic al aparitiei lor.
Daca se produc in timpul embriogenezei - este perturbatd formarea normald a tesuturilor si organelor
producand anomalii congenitale (fenotip anormal la nastere); in caz daca apar postnatal se produce
perturbarea structurii sau functiei anumit tesut sau organ si apare o degenerare neoplazica (cancer).

SALVAREA ANEUPLOIDIILOR

Organismul are tendinta de a corecta dezechilibrul genetic, incercand sa elimine cromozomul supranumerar
in cazul trisomiilor sau si castige un cromozom in plus in cazul monosomiilor.
Corectia unei trisomii in disomie se poate realiza prin urmatoareale mecanisme:
- nedisjunctie mitotica;
- intarziere anafazica;
- pulverizarea cromosomului supranumerar.

Corectia monosomiei in disomie poate fi realizata prin:
- nondisjunctie mitotica;
- endoreplicare selectivd a cromosomului monosomic;
- clivare transversala a centromerului ce rezulta iso q.— in cazul acrosomilor.

Consecinta unui mecanism de “salvare” a unei aneuploidii este disomia uniparentala. Trisomiile ce sunt

corectate prin pierderea unuia din cei trei cromosomi, 1/3 cazuri - rezultd o disomie uniparentia (DUP).
Monosomiile sunt corectate prin duplicarea cromosomului monosomic, rezultand intotdeauna DUP.
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In cazul in care corectia se produce doar in anumite celule, rezulta mozaicuri cromosomice:

- corectia unei trisomii prin pierderea cromosomului suplimentar determina producerea unui mozaic
47/46;

- corectia unei monosomii prin duplicarea cromosomului fard omolog determina producerea unui
mozaic 46/45.

Mozaicurile cromosomice pot fi Impartite 1n trei categorii:
I. mozaicuri generalizate, prezente 1n toate tesuturile organismului;
Il. mozaicuri limitate la anumite tesuturi embrionare;
Ill. mozaicuri limitate la placenta.

Paalhy  Zigot trisomic

;

A Pierdere B
Cromosomici
\ postzigoticd

Fat normal

Trisomie nort
fetald —. . o dipleid
omogeni Mozaic llﬂl{tat Placentd trisomica
la placenta

Consecintele mozaicurilor limitate la placenta sunt:

disfunctie metabolica placentara ce afecteaza dezvoltarea embrionara;
intarziere in dezvoltare si avorturi;

mortalitate perinatala.
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CURS 6
TRANSMITEREA INFORMATIEI GENETICE DE LA PARINTI LA COPII

Perpetuarea speciei §i pastrarea caracterelor distinctive sunt determinare pe proprietatea
fundamentald a organismelor vii de a se autoreproduce. Pe parcursul evolutiei lumii vii a aparut
necesitatea inmultirii sexuate care asigura diversitatea intraspecifici — fenomen important pentru
supravietuire: asigura recombinarea materialului genetic, determind aparitia indivizilor cu
combinatii noi de caractere cu o susceptibilitate diferitd la agresiunile din mediul ambiant §i, in
consecintd, reprezintd un mecanism important in selectia naturala.

La organismele cu reproducere sexuata legatura materiala dintre generatii, transmiterea si
conservarea informatiei genetice de la o generatie la alta este asiguratd de doud procese genetice
distincte:

- gametogeneza - producerea celulelor sexuale mature cu set haploid de cromozomi (n=23),
- fecundarea gametilor si formarea zigotului cu set diploid de cromozomi (2n=46) cu o
configuratie geneticd noud, unica si constanta.

GAMETOGENEZA

Gametogeneza este ansamblul proceselor genetice, biochimice si morfologice, care
determind formarea si maturatia gametilor in gonade (testicule sau ovare).

Ovogeneza este mecanismul de diferentiere a ovulelor haploide din celule sexuale primare
diploide (ovogonii); se desfasoara in ovare; unele procese se realizeaza in perioada embrio-fetala, iar
alte — numai dupa pubertate pana la menopauza; populatia de ovocite nu se reinnoieste, iar insati
procesul este discontinuu, cu doud faze de asteptare (dictiotenul profazei I si metafaza II ale
meiozei).

Spermatogeneza reprezinta procesul de diferentiere a spermatozoizilor haploizi din celule
sexuale primare diploide (spermatogonii); are loc in testicule; se desfasoara in mai multe etape, cu
reinnoirea permanenta a populatiilor de celule sexuale dupa pubertate.

Gametogeneza se desfasoard in cateva etape:
- perioada de inmultire mitotica a celulelor sexuale primare cu formarea unei populatii mari de
gametogonii (2n=2c¢);

- perioada de crestere cu formarea gametocitilor de ordinul | (2n=46 crs) prin replicarea ADN-
ului cromozomial, sinteza componentelor necesare pentru meioza si acumularea factorilor ce
asigurd formarea si dezvoltarea zigotului;

- perioada de maturatie cu formarea gametilor haploizi, realizatd prin meioza — proces decisiv in
gametogeneza:
- pe parcursul ovogenezei dintr-o ovogonie se maturizeaza doar un ovul capabil de fecundatie
si doi/ trei globuli polari;
- pe parcursul spermatogenezei dintr-o spermatogonie se maturizeaza patru spermatide;

- 1 perioada de formare, caracteristica doar spermatogenezei, ce asigura modificarile

morfologice ale celulei sexuale masculine, transformand spermatidele in spermatozoizi capabili
pentru fecundatie (mobilitate si capacitatie).
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Ovogeneza |

Spermatogeneza

Locul desfasurarii

In ovare (gonade feminine) |

In testicule (gonade masculine)

Perioadele caracteristice

I. De inmultire a ovogoniilor

II. De crestere a ovocitelor de ordinul I

III. De maturatie a ovulelor (dintr-un ovocit | se
formeaza un ovul si trei globuli polari)

I. De inmultire a spermatogoniilor

II. De crestere a spermatocitelor de ordinul I
III. De maturatie a spermatidelor (dintr-un
spermatocit I se formeaza patru spermatide)
IV. De formare a spermatozoizilor

Reglarea procesului

Control neuro-endocrin dependent de factorii de
mediu

Autocontrol neuro-endocrin

Tipul de gameti

Ovule - celule mari rotunde, ce contin vitelius, setul

de organite celulare caracteristic si nucleul haploid
(23,X)

Spermatozoizi — celule mici mobile, formate din
cap, gat si flagel, nucleul este haploid ( 23,X sau
23Y)

Perioada desfasurarii

Perioada de inmultire si crestere se desfasoara doar
prenatal;

Ovarul nou-nascutei contine ovocite de ordinul I
stopate 1n dictioten (profaza I a meiozei);

Perioada de maturatie incepe dupa pubertate, cate
un ovocit (mai rar doud) se maturizeaza lunar, pana
la stadiul metafazei II;

Meioza se finalizeaza dupa fecundarea ovulului de
catre spermatozoid.

! Ovocitele nu se reinnoiesc.

Prenatal, odata cu formarea gonadelor se formeaza o
populatie de spermatogonii;

Dupa pubertate toate cele patru perioade ale
spermatogenezei se desfasoard continuu, producand
un numar enorm de spermatozoizi.

Spermatozoizii permanent se reinnoiesc; perioada
de reinnoire este de circa 64 de zile..

Riscul mutatiilor generative

Creste odata cu varsta femeii; risc pentru anomalii
cromozomiale.

Independent de varsta barbatului, risc pentru mutatii
genice.

Ovogeneza

Ovogoni@

Replicare

)

Ovocitl@

|
Meioza | (reductionala)

@Glebul polarl
Ovocitll

Meioza |l (ecvationala)

ot

46,XX

46, XX

23X 23X o~ (YY)
1>
(o)
Spermatozoid | Globul polar
Fecundatie
o
23,X 23,X23,X 23.% Zigot

Spermatogeneza 46,XY
Spermatogon@
Replicare
'
@ 46,XY
Spermatocit | I
Meioza | (reductionala)
23, X 23Y

Spermatociti Il

Meioza |l (ecvational)

Spermatide
P Formarea

spermatozoizilor

L

Spermatozoizi

23,X 23X 23,Y 23)Y

23,X 23X 23,Y 23)Y
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FECUNDAREA
Contopirea gametilor haploizi de origine parentald diferita poartd denumirea de fecundare,
iar celula rezultata ce contine materialul genetic al ambilor gameti - zigot. Gametii formati in timpul
ovogenezei §1 spermatogenezei sunt foarte variati, pentru ca rezultd in urma unor procese de
recombinare intra- si intercromozomiala. Participarea ovulelor si spermatozoizilor la fecundatie este
aleatorie, asigurand formarea diferitor variante genetice de zigoti, ceea ce reprezinta recombinarea
genomicd.

Fuziunea celor doi gameti haploizi reface setul diploid de cromozomi, caracteristic speciei.
Mitozele succesive ale zigotului duc la cresterea si dezvoltarea organismului pluricelular. Iincepand
cu zigotul, toate celulele somatice vor avea cromozomii in perechi. Cromozomii pereche sau
omologii sunt asemanatori ca morfologie si structurad genica, dar diferiti ca origine.

In concluzie, organismul uman matur poseda doua linii celulare:
(i) celule somatice ce alcatuiesc diferite tesuturi si organe:
- au set diploid de cromozomi (2n=46crs);
- provin de la celula zigot prin mitoze repetate;
- 51% din materialul genetic este de origine materna si 49% de origine paternd (deoarece
ADNmt este de origine materna),
- se inmultesc prin mitoza pentru a asigura cresterea organismului, reinnoire §i regenerarea
tesuturilor;
(ii) celule sexuale care asigura transmiterea materialului genetic de la parinti la descendenti la
formarea zigotului;
- au set haploid de cromozomi (n=23crs);
- provin din gametogonii (celule diploide), care reprezintd celule somatice specializate pentru
gametogeneza,
- se maturizeaza in gonade prin meioza;
- determina stabilitatea numarului de cromozomi la specia data.

DINAMICA CROMOZOMILOR iN MEIOZA
Meioza (“meioSis” — micsorare) este un mecanism complex ce implica desfasurarea
succesivd a doud diviziuni, care se termind cu injumatdtirea setului de cromozomi. Din fiecare
celula cu 46 cromozomi (set diploid) se formeaza 4 gameti cu cate 23 cromozomi (Set haploid).
Gametii sunt extrem de variati pentru cd, rezultati din meioza, sunt produsi ai recombindrii intra- §i
intercromozomice.

A.Ovogeneza

(ln=%c) — 1n=1

23X - 23, X(1n=1c)
46,XX —— 23,X1n=1c)
(2n=4c 23.X [ 23, X(1n=1c)

(In=2c) — 23,X(1n=1c)
B.Spermatogeneza

{tn=2c) — 1n=1

53X - 23,X(1n=1c)
46, XY — — 23,X(1n=1c]
(Zn=4c) 23.Y [ 23Y(In=1c]

(1n=2c) — 23,Y(1n=1c)

Particularitatile segregarii cromozomilor in meioza
ovogenezei i spermatogenezei
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Meioza este precedati de o interfaza premeiotica in care are lor replicarea ADN-ului. Intre
cele douad diviziuni exista o perioada scurta — interkineza — in care ADN-ul nu se replicad.

Prima diviziune a meiozei — diviziunea reductionala asigura injumatatirea numarului de
cromozomi in celulele: transforma gametocitele de ordin | cu 46 cromozomi bicromatidieni in
gametocite de ordin 11 cu 23 cromozomi bicromatidieni.

Reducerea numarului de cromozomi este determinata de:

- conjugarea cromozomilor omologi cu formarea a 23 de bivalenti (tetrade) in profaza I,

- aranjarea bivalentilor in plan ecuatorial in metafaza I;

- disjunctia cromozomilor omologi si migrarea spre polii celulei a cromozomilor bicromatidient,
cate un cromozom din fiecare pereche 1n anafaza I;

- citokineza asigura separarea masei citoplasmatice cu formarea a doua celule cu numar haploid de
cromozomi dar bicromatidieni (cu cantitate dubla de ADN — 1n=2c) — gametocite de ordinul I1.

MEIOZA |
- ~.PROFAZA I ...
b, | (9 etape)

|
|

Celula diploida (2n) LEPTOTEN
in interfaza

4/ IGOTEN
conjugarea
cromozomilor

Inceputul compactizarii | omologi

cromozomilor

IPLOTE
¢ Formarea PAHITEN

IAKINEZA chiasmatelor Realizarea
Terminalizarea crossing-overului
chiasmatelor e

W o\ ANAFAZA |

Y -

Nt §|Disjunct_ia W B
\\‘15 %{ cromozomilor :
-5 omologi TEL

~——__ /Formarea celulelor

-,

METAFASA |
Alinierea perechilor
de omologi la ecuator,
fixarea fusului de
diviziune la centromer

R “, cu un numar haploid

\ (1n) de cromozomi

necrossovere se repartizeaza arhitrar in celulele formate

Dinamica cromozomilor in meioza
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Paralel cu procesele ce asigura segregarea cromozomilor pe parcursul diviziunii meiotice
reductionale are loc recombinarea materialului genetic:

7
-

..

Conjugarea omologilor si recombinarea intracromozomiali — crossing-overul

- recombinarea intracromozomiald — crossing-overul, care reprezinta schimbul reciproc de
fragmente (gene) Intre cromozomii omologi materni §i paterni si se desfasoara datoritd
conjugarii lor (Profaza I);

- recombinarea intercromozomiald, care reprezintd asortarea independentd a cromozomilor
neomologi materni si paterni la polii celulei In timpul Anafazei I, datoritd aranjarii aleatorii a
bivalentilor la ecuator si migrarii spre polii celulei.

Perioadele ciclului . . Dublarea Recombin | Segregarea
Nr. de cromozomi Nr. de cromatide mat. .
celular . area mat. genetic
genetic
Interfapa 46 92 + i i
premeiotica (gametocit 1)
Pl 46 92 - + -
- M 46 92 - - -
< 2
N 9
% Al 46 92 - + +
TT=
=3
23+23 o
TI 46 + 46 - - Citokineza
(gametociti II)
Inerchineza 23 23 46 46 - - -
Pl 23 23 46 46 - - -
=
< S Ml 23 23 46 46 - - -
N o
O &
w2 All 46 46 46 46 - - +
= o
TI 23+23 23+23 23+23 23+23 - - Citokineza
(gameti)

A doua diviziune a meiozei — diviziunea ecvationala asigura repartizarea egala si identica
a materialului genetic in celulele-gameti. Formarea gametilor haploizi (In=1c) din gametocitii de
ordinul IT (1n=2c) este asigurata de:
- maturizarea a doi kinetokori pentru fiecare centromer;
- aranjarea la ecuator a cromozomilor intr-un singur plan;
- clivarea longitudinala a centromerului si disjunctia cromatidelor surori;
- migrarea simultand §i sincrond a cromatidelor (cromozomilor monocromatidieni) spre polii
celulei;
- separarea masei citoplasmatice cu formarea a cate doi gameti haploizi din fiecare gametocit I, in
total 4 din fiecare celuld ce a intrat in meioza.
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ROLUL BIOLOGIC AL MEIOZEI
i.Meioza are un rol esential pentru reproducerea organismelor si conservarea insusirilor parintilor,

asigurand legatura materiald intre parinti si Copii;

ii.Meioza are si rolul de a produce si a mentine variabilitatea geneticd in populatiile umane prin
fenomenele de recombinare intra- si intercromozomica, ce se realizeaza in profaza meiozei |
— schimbul reciproc de fragmente egale intre cromozomii omologi (procesul crossing-over)
si in anafaza meiozei I — asortarea independentd a cromozomilor neomologi;

iii.Meioza demonstreaza corelatia dintre dinamica cromozomilor si legile ereditatii ale lui Mendel
(legea segregarii caracterelor, legea mostenirii independente a caracterelor).

ERORILE MEIOZEI SI CONSECINTELE LOR

In cursul meiozei se pot produce diferite anomalii de distributie a materialului genetic:
- crossing-over inegal cu formarea gametilor purtatori de deletii sau duplicatii cromozomice;

- nedisjunctie cromozomiala sau cromatidiana cu formarea gametilor nulisomici si disomici;
- Intirziere anafazica cu formarea gametilor nulisomici;

- nesepararea gametocitelor cu formarea gametilor diploizi.;

- clivarea transversali a centromerului cu formarea isocromozomilor.

CROSSING-OVERUL INEGAL se poate produce ca rezultat al unei conjugari anormale a
cromozomilor omologi si, in consecintd, schimbului inegal de fragmente intre comatidele nesurori
ale bivalentului. Aceastd eroare va fi cauza aparitiei unor cromozomi cu deletie si cu duplicatie, iar
gametii respectivi purtatori de aberatii cromozomiale [de ex.: 23,X(Y),1p- si (23,X(Y),1p+] vor da
nastere la zigoti cu monosomii si trisomii partiale [de ex.: 46,XX(XY), 1p- si 46, XX(XY), 1p+].

NEDISJUNCTIA CROMOZOMICA poate avea loc in anafaza I, cand ambii cromozomi
omologi nimeresc la acelasi pol al celulei §i ca urmare in acelasi gametocit sau in meioza Il — cand
din diverse motive nu are loc clivarea centromerului si cele doud cromatide nu se separa,
migrand impreuna la un pol se poate produce nedisjunctia cromatidiani. in ambele cazuri se
formeaza gameti cu aneuploidii cromozomice — disomii si nulisomii, care dupd fecundare vor da
nagtere unor zigoti anormali: trisomici §1 monosomici.

INTARZIEREA ANAFAZICA a unui cromozom sau a unei cromatide se poate produce ca
urmare a separarii anafazice asincrone a cromozomilor in meioza I sau a cromatidelor in meioza
I, urmatd de intarzierea unui cromozom la polul celulei si pierderea acestuia in momentul
citochinezei (cromozomul intarziat ramane in afara nucleului in citoplasma si degradeaza). Ca
rezultat al intarzierii anafazice se formeaza gameti nulisomici, cit si gameti normali.

NESEPARAREA GAMETOCITELOR reprezinta fenomenul cind dupa segregarea
cromozomilor in meiozd nu se separd masa citoplasmaticd si ca rezultat se produc gameti diploizi
(2n), care dupa fecundare cu gametii normali vor forma zigoti triploizi (3n).

CLIVAREA TRANSVERSALA A CENTROMERULUI, cauzati de defecte ale ADN-ului
centromeric sau de asamblarea anormala a proteinelor centromerice, se poate produce in Anafaza II.
Ca rezultat se vor forma gameti cu isocromozomi p si izocromozomi . La fecundarea gametilor
23,ip sau 23,iq vor rezulta zigoti 46,ip (cu materialul genetic al bratului p a cromozomului respectiv
dublat si lipsa materialului genetic al bratului q a cromozomului respectiv sau zigoti 46,iq (cu
materialul genetic al bratului q a cromozomului respectiv dublat si lipsa materialului genetic al
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bratului p a cromozomului respectiv), iar dupa fecundare se vor forma zigoti cu monosomie partiald
si trisomie partiala.

Astfel toate erorile de distributie a materialului genetic in cursul meiozei duc la formarea
gametilor aneuploizi, iar dupa fecundare formeaza zigoti aneuploizi (monosomici, trisomici), care in
consecintd sunt cauza tulburarilor de reproducere: sterilitate, avorturi spontane, nou nascuti morti
sau malformatii, copii cu tulburdri de crestere pre — si postnatald, intarziere in dezvoltarea
psihomotorie.

ERORI LA FECUNDARE

Fecundarea dubla este posibila cand ovarul elibereaza in momentul ovulatiei doua ovule si
prin fecundare, ele vor forma doi zigoti, care pot evolua independent; sau se pot uni, forméind o
singurd structurd embrionard denumitd himerd; n ultimul caz, dacd zigotii vor avea acelasi sex
genetic, se realizeazd o sexualizare normald si numai unele studii a caracterelor vor evidentia o
populatie celulard dubla; daca zigotii care s-au unit au sexe genetice diferite, se realizeazd o
constitutie XX/XY cu tulburari de sexualizare — hermafroditism adevarat.

Dispermia este posibila cand un ovul este fecundat de doi spermatozoizi, rezultand zigoti
triploizi (69,XXX sau 69,XXY sau 69,XYY).

Diginia sau diandria reprezinta fenomenul cand unul din gameti este diploid si celalalt este
haploid, rezultdnd zigoti triploizi; zigotii triploizi evolueaza cu dereglri severe in dezvoltarea
embrionara.

Consecinte Constitutia Evolutie
genetica
Fecundarea dubla Gemeni 46,XX si Evolutie normala
dizigoti 46,XX
46,XX si
46,XY
Himera 46,XX/46,XX Evolutie normala
46,XX/ 46,XY Hermafroditism adevérat
Dispermie Triploidie 69,XXX sau Dereglari severe in dezvoltarea
69,XXY sau embrionara
69, XYY
Diginie Triploidie 69,XXX sau Dereglari severe in dezvoltarea
69,XXY embrionara, placentd micd de forma
anormala, avort precoce
Diandrie Triploidie 69,XXY sau Mola hidatiforma partiala, placentd mare,
69, XYY polichisticd, embrion malformat.
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