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Rezumat

Introducere. Imprintarea cromozomului X se presupune cd ar fi responsabild
de variabilitatea fenotipica din sindromul Turner, precum si de anumite diferente
fenotipice dintre cele doud sexe (talia, cognitia sociald, metabolismul lipidic).
Pacientele cu sindrom Turner au doar un X, matern (XM) sau patern (XP), reprezen-
tdand astfel un model clinic unic in care se poate observa influenta fenotipica a ge-
nelor de pe X in functie de originea parentala.

Obiectiv. Identificarea originii parentale a cromozomului X la pacientele cu
sindrom Turner, in scopul corelarii acesteia cu fenotipul.

Material §i metodd. Au fost incluse in studiu 42 paciente (si mamele lor)
diagnosticate cu cariotip 45, X omogen. Prin analiza FISH, au fost excluse din lot
pacientele cu mozaicisme nedetectabile prin tehnicile clasice de cariotipare. Ori-
ginea parentald a cromozomului X a fost determinata prin studiul a 9 microsateliti,
prin compararea taliei alelelor mama-fiica.

Rezultate. Din 42 cupluri mama-fiica analizate, s-a stabilit originea paren-
tala a cromozomului X la 38 cupluri, astfel: 26 (68%) paciente prezentau XM si 12
(32%) XP.

Concluzii. In acest studiu am folosit analiza microsatelifilor pentru a deter-
mina originea parentala a cromozomului X. Aceasta distributie de 2:1 a genotipu-
rilor care contin X matern sau X patern ar putea fi explicatd prin faptul c@ mama are
doi cromozomi X pentru a contribui la constitutia cromozomiald a descendentului,
in timp ce tatal are doar un cromozom X. Pornind de la aceastd constatare vom
analiza corelatiile cu fenotipul, incercand astfel stabilirea unei semnificatii clinice a
imprintarii cromozomului X.

Cuvinte cheie: sindrom Turner, cromozom X, imprintare parentala,
microsateliti.

PARENTAL ORIGIN OF X CHROMOSOME IN TURNER
SYNDROME

Abstract

Introduction. X chromosome imprinting is presumed to explain the pheno-
ypic variability in Turner syndrome and also some phenotypic features, specifics for
each sex. The patients with Turner syndrome have only one X, maternal (XM) or
paternal (XP), thus representing a unique clinical model in which may be observed
the phenotypic influence of X genes, related to the parental origin.

Aim. Determination of the parental origin of X chromosome at patients with
homogeneous X monosomy, with the purpose to correlate this with the phenotype.

Patients and method. 42 patients (and their mothers), diagnosed with
homogeneous 45,X karyotype, were included in the study. By FISH analysis, the
patients with undetected mosaics by classical karyotype have been excluded from the
group. The parental origin of X was determined by the study of 9 microsatellites, by
comparing the length of the mother-daughter alleles.

Results. From 42 couples mother-daughter analyzed, the parental origin of X
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was established in 38 couples, thus: 26 (68%) patients presented XM and 12 (32%)
XP.

Conclusions. In this study it was used the microsatellites analysis to establish
the parental origin of the X chromosome. The 2:1 distribution of the genotypes
which have maternal or paternal X is presumed to be that the mother has two X
chromosomes to contribute in chromosomal constitution of the descendent and the

father has only one X chromosome. From this observation, it will be further analyzed

the correlation with the phenotype, thus trying to explain a clinical signification for

the X chromosome imprinting.
Keywords: Turner syndrome, X chromosome, parental imprinting,

microsatellites.

Introducere

Sindromul Turner este caracterizat printr-o mare
variabilitate fenotipicd, fiind In unele cazuri nediagnosticat
datoritd unui tablou clinic necaracteristic. Aceastd hete-
rogenitate clinicd este explicatd uneori prin prezenta
mozaicismelor sau a anomaliilor structurale ale cromo-
zomului X, dar cel mai adesea nu este motivatd prin aceste
modificari cariotipice. Studiile recente, efectuate la om si
la soarece, au sugerat faptul cd imprintarea cromozomului
X ar putea fi responsabild de spectrul fenotipic larg din
sindromul Turner [1,2].

Imprintarea genomica se refera la marcajul epigene-
tic al unor gene specifice sau al unor regiuni cromozomiale
din linia germinald materna sau paterna, astfel incat sa in-
hibe expresia acelui locus atunci cand este transmis de la
acel parinte. Markerii moleculari epigenetici includ in
principal metilarea ADN-ului si acetilarea histonelor, mo-
dificari care sunt resetate in timpul gametogenezei urma-
toarei generatii. Procesul de inactivare a cromozomului
X si cel de imprintare genomica sunt foarte similare din
punct de vedere patogenetic si se presupune cd au evoluat
impreuna [3.,4].

Se cunosc putine lucruri deocamdata despre posi-
bila imprintare a genelor X linkate la om.

Efectele imprintarii cromozomului X se presupune
ca ar explica un fenotip complex, specific sexului, deoarece
barbatii exprima doar XM 1in toate celulele, iar femeile
exprima atat XM, cat si XP. Procesul de inactivare aleatoare
a unui cromozom X la sexul feminin semnifica faptul ca
tesuturile sunt compuse din aproximativ 50% celule cu XM
activ si din 50% celule cu XP activ.

Pacientele cu sindrom Turner (45,X) au doar un
cromozom X, de origine materna sau paterna, reprezentand
astfel un model clinic unic in care se poate observa
influenta genelor cromozomului X in functie de originea
lor parentala [3].

Studiile anterioare au sugerat o posibila legatura
intre originea parentald a cromozomului X in sindromul
Turner si variabilitatea fenotipicd, in special in ceea ce
priveste: cresterea staturald, raspunsul la hormonul de
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crestere si adaptarea sociala. Astfel, pacientele cu XM au
o talie mai mare si un raspuns la tratamentul cu hormon
de crestere mai bun, comparativ cu cele care retin XP si
care nu raspund aproape deloc la tratamentul cu hormon de
crestere. Aceasta observatie este similarad cu cea privitoare
la diferentele dintre sexe, astfel: sexul masculin, care este
monosomic pentru XM (46,XMY), are o talic medie mai
mare comparativ cu sexul feminin, care are un procentaj
aproximativ egal de celule cu XM activ si cu XP activ
(46, XMXP) [5,6,7]. Referitor la adaptarea sociald, s-a
observat ca fetele cu sindrom Turner cu XP au o cognitie
sociald si un coeficient de inteligenta verbal mai bune
decat cele cu XM, care au in schimb o orientare spatiala
mai buna. Aceste observatii pot fi din nou suprapuse peste
cele observate intre cele doud sexe, in sensul ca la sexul
feminin, asemanator cu fetele cu sindrom Turner care retin
XP, s-a constatat o adaptare sociala mai buna, fata de sexul
masculin, care prezinta in plus o orientare in spatiu mai
buna [8,9,10].

Obiectivul acestui studiu este de a determina
originea parentala a cromozomului X la un lot de
paciente cu monosomie X omogena, pentru a determina
ulterior influenta acesteia pe componentele fenotipice ale
sindromului Turner.

Material si metoda

Au fost luate in studiu 42 de paciente cu sindrom
Turner, diagnosticate in Franta si luate in evidenta bazei de
date nationale pentru monitorizarea pacientelor tratate cu
hormon de crestere. Au fost incluse in lotul de studiu doar
paciente cu monosomie X omogena, diagnosticul stabilin-
du-se prin cariotip standard. S-au exclus mozaicismele de
nivel redus prin aplicarea tehnicii FISH. Pentru fiecare
pacienta a fost inclus 1n studiu si un parinte (cel mai adesea
mama, dar si tatdl in situatiile in care mama nu a fost
disponibila).

Pacientele au fost investigate fenotipic prin evaluarea
taliei finale, castigului statural indus prin hormonul de
crestere, adaptarii sociale (completarea unui chestionar),
sindromului dismorfic, malformatiilor cardiace si renale,
afectarii. ORL si modalitatii de instalare a pubertatii
(spontane sau farmacologice).
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Determinarea originii parentale a cromozomului
X s-a facut prin compararea genotipului mama (sau tatd)
- fiica, utilizand o combinatie de 9 microsateliti, localizati
pe intreaga lungime a cromozomului X (Fig. 1).
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Fig. 1. Localizarea pe cromozomul X a celor 9 microsatelifi
analizati.

1. Extractia ADN

S-a utilizat sange periferic, pentru fetele cu sindrom
Turner si celule ale mucoasei bucale pentru mame (kit
Qiagen), dupa obtinerea unui consimtamant informat.

2. Amplificarea ADN

Cuplurile de primeri descrise in tabelul I au permis
amplificarea prin tehnica PCR (polymerase chain reaction)
a microsatelitilor (Tabel I).

Tabel 1. Caracteristicile primerilor utilizati pentru amplificarea
prin PCR a microsatelitilor.

Numele Numir |Talia fragmentelor Fluorocrom
primerilor |primer |PCR (pb)

DXS1223 PR1 139-161 Albastru
DXS1039 PR2 177-201 Albastru
DXS8045 PR3 215-227 Albastru
DXS7108 PR4 236-258 Albastru
DXS1196 PRS 212-232 Verde
DXS1062 PR6 89-115 Galben
DXS8077 PR7 179-199 Galben
DXS8064 PRS8 214-230 Galben
DXS1216 PR9 242-256 Galben

Mixul de reactie a fost compus din: 2,5ul tampon
sigma; 1pul dANTP; 1pl primeri cu concentratia de 20 pmol /
pl; 0,1 pl Taq sigma; 2 ul de ADN si apa pana la un total de
25 pl. Numarul de cicluri PCR a fost de 35, iar un ciclu a
constat in denaturare la 95°C timp de 5 minute, hibridizare
la 55°C si replicare la 72°C timp de 30 secunde.

Cuplurile de primeri 1 si 5 au functionat bine cu
protocolul initial. Pentru primerii 3 si 6, temperatura de
hibridizare a fost scazuta la 52°C. Pentru primerii 2 si 4, a
fost utilizat Taq Gold, s-a crescut concentratia de magneziu
(pana la o concentratie finala de 2,5 mM) si s-a scazut
temperatura de hibridizare la 50°C. Dupa fiecare PCR s-a
efectuat o electroforeza de control pentru a ne asigura de
reugita amplificarii, inainte de masurarea taliei fragmentelor
cu aparatul ABI PRISM.

3. Analiza taliei fragmentelor cu ABI PRISM
Linkage Mapping Sets v 2.5

Fiecare placa a fost preparata cu 18ul de marker de
talie (Liz 500: 980 pl formamida si 20 pl de Liz) si 1 pl de
produs PCR. A fost efectuatd denaturarea placii la 95°C
timp de 3 minute, apoi placa a fost racita la congelator timp
de 4 minute inainte de trecerea pe ABI PRISM. Analiza
rezultatelor si determinarea taliei fragmentelor s-a efectuat
cu programul GeneMapper.

Rezultate
Originea parentald a cromozomului X a fost
determinatd comparand talia alelelor mama-fiica (Fig. 2).
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Fig. 2. Compararea taliei alelelor mama-fiica pentru microsatelitul
desemnat de primerul 5 - DXS1196. Se observa 2 alele diferite la
mamad, una cu o lungime de 220 pb, cealaltd cu o lungime de 222
pb (sus). La fiica existd o singura alela, cu o lungime de 222 pb
(jos) si este similard ca lungime cu alela mamei. Pentru a stabili
originea materna a cromozomului X, toti cei 9 microsateliti trebuie
sa fie similari ca talie pentru cuplul mama-fiica.

S-a stabilit originea paternd a cromozomului X daca
au fost observati 2 markeri cu alele de talie diferitd pentru
un cuplu mama (sau tata) - fiica.

Originea materna a fost stabilitd daca toate alelele
erau identice intre mama si fiica, fiind apoi calculata puterea
discriminantd pentru a confirma acest lucru.

Puterea discriminantd a fost calculatd prin multi-
plicarea frecventelor alelice ale fiecarui marker in popu-
latia mamelor. Astfel, dacd o pacientd prezenta alelele
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Al, B1, CI in locii A, B, C si daca fAl, fB1 si fC1 era
frecventa acestor alele in populatia mamelor, atunci pute-
rea discriminantd pentru o pacientd a fost calculatd prin
produsul fA1xfBIxfCl. O putere discriminantd de 0,001
a fost estimatd ca suficientd pentru a confirma originea
materna a cromozomului X.

Din 42 cupluri mama (sau tatd) - fiica analizate, s-a
stabilit originea parentald a cromozomului X la 38 cupluri.

S-a efectuat un calcul al puterii discriminante pentru
a confirma originea materna la 26 cazuri (68%). Originea
paterna a fost stabilitd pentru 12 cazuri (32%).

Discutii

Prin obtinerea acestor rezultate am evidentiat cum
se poate determina originea parentald a cromozomului X
prin studiul microsatelitilor de pe cromozomul X. La acest
lot de studiu, alcdtuit din paciente cu monosomie X omo-
gend, la care s-a exclus prin tehnica FISH prezenta de
mozaicisme de grad redus, s-a observat la 68% din
cazuri cromozomul X de origine maternd si la restul de
32% cromozomul X de origine paterna. Motivul pentru
aceasta distributie de 2:1 a genotipurilor cu X matern si
X patern ar putea fi explicat prin faptul ca mama (46,XX)
are doi cromozomi X pentru a contribui la constitutia
cromozomiald a descendentului, in timp ce tatal (46,XY)
are doar unul (monosomia Y nefiind viabild) [3]. Pe de
alta parte, s-a dovedit cd monosomia X este mult mai
frecventa in momentul conceptiei (1-2%) decat postnatal
(1:2500), peste 99% din produsii de conceptie suferind un
avort spontan [11]. Motivul pentru aceastd ratd mare de
avorturi spontane nu se cunoaste foarte bine, dar acestea
ar putea fi consecinta imprintarii cromozomului X (in plus
fatd de prezenta mozaicismelor) si, prin urmare, produsii
de conceptie cu monosomie X cu cromozom de origine
paterna ar fi preponderent avortati.

Pierderea preferentiald a cromozomului X de origine
paterna la pacientele cu sindrom Turner si procentajul mare
de X patern la fetusii cu sindrom Turner avortati, conduc
la ipoteza ca pierderea cromozomului X matern ar avea un
impact fenotipic mai puternic.

Rezultate similare acestui studiu au fost observate
si de alti autori [12,13,14,15,16,5,17]. In studiul prezentat
de Loughlin et al., toate pacientele prezentau cromozomul
X de origine materna, desi in cazurile raportate de Tsezou
et al., cromozomul X avea origine maternd in 50% din ca-
zuri [18,19]. In majoritatea studiilor raportate, au fost
efectuate mai multe tehnici laborioase si mai putin
sensibile, cum ar fi Southern blott sau RFLP (restriction
fragment length polymorphism). Mai recent, Monroy et
al. si Sagi et al. au folosit analiza microsatelitilor pentru a
detecta originea parentald a cromozomului X [16,5]. Kochi
et al. a studiat originea parentald a cromozomului X prin
caracterizarea polimorfismului genei receptorului pentru
angiotensina [17].

Studiul pacientelor cu monosomie X omogena

(45,X) va putea permite investigarea potentialei imprin-
tari parentale a locilor de pe cromozomul X. Studiul de
fatad a intdmpinat dificultati in ceea ce priveste corelarea
originii parentale a cromozomului X cu fenotipul, datorita
numarului mic de subiecti XP. De asemenea, in acest stu-
diu au fost incluse doar paciente cu monosomie X omogena,
eliminand astfel peste 50% din pacientele cu sindrom Turner
disponibile. Numarul mic de paciente luate in studiu a fost

limitari vor putea fi Inlaturate prin continuarea studiului si
astfel prin includerea in lot si a altor paciente cu sindrom
Turner, urmand ca apoi sa se stabileascd corelatia intre
originea parentald a cromozomului X si fenotip.
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