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RAPORT DE ETAPA

“Utilizarea machine learning pentru analiza datelor de secventiere in
investigarea profilului epigenetic in bolile hematologie rare”

INTRODUCERE TN HEMOFILIE

Hemofilia dobanditad este caracterizatd de o concentratie redusd de factori de coagulare
circulanti. Spre deosebire de hemofilia clasica, in acest caz se genereaza anticorpi anti factorii de
coagulare. Aceastd patologie afecteaza in principal varstnicii, iar in aproape jumaitate dintre
cazuri exista o altd boala care este responsabild de declansarea hemofiliei dobandite, precum alte
boli autoimune: artrita reumatoida, scleroza multipla, lupus, sindrom Sjogren sau colita
ulcerativa. De asemenea, un alt factor declangator poate fi inflamatia cauzata de infectii, hepatita,
diabetul sau diferite tipuri de cancer.

Pacientii diagnosticati cu hemofilie dobandita prezintd simptome similare cu cele ale
hemofiliei A — HEM A (deficienta de FVIII), hemofilieci B - HEM B (deficientda de Factor 1X)
sau simptome de boalda von Willenbrand — VWD, avand ca principald diferentd ca nu este
transmisa genetic — fiind boala autoimuna.

Pana in prezent, este cunoscut faptul cd in hemofilia dobanditd se dezvoltd spontan
autoanticorpi ce tintesc FVIII si FIX, rezultand sangerari. Numeroase cazuri de hemofilie
dobandita sunt confirmate clinic insa fira a investiga prezenta autoanticorpilor. In toate cazurile
de hemofilie dobanditd, contextul genetic si transcriptional nu sunt cunoscute, astfel ca in
numeroase cazuri nu se cunoaste cauza agravarii bolii, putdnd fi implicate mecanisme de reglare
epigeneticd, inhibari ale genelor sau blocari ale proteinelor efectoare in cascada de coagulare a
sangelui.

Noi oportunitéti de dezvoltare a unor tinte pentru terapii avansate in hemofilia dobandita
pot fi valorificate prin evaluarea epigenetica a cazurilor diagnosticate. Scopul studiului este sa
determinam moleculele non-codificatoare de ARN, precum micro ARN-urile, care
interactioneaza cu diverse gene codificatoare de proteine din cascada de coagulare si care inhiba
exprimarea factorilor de coagulare, sau sa evaludm moleculele mici de ARN care moduleaza
profilul imunitar, care pot stimula inflamatia si pot inhiba mecanismele anti-inflamatoare.

DEZVOLTAREA FLUXULUI DE LUCRU — RECOLTARE SI STOCARE PROBE

Pentru fiecare subiect, se vor recolta doua tuburi de sange periferic (volum 2 mL/tub),
fiecare in tuburi captusite cu Citrat de sodiu cu rol de anticoagulant. Probele astfel prelevate vor
fi stocate pentru realizarea biobancii: 1 mL de sange integral (neprocesat), ImL de plasma si
fractia de celule mononucleare (PBMCs) folosind izolarea pe gradient de densitate cu Ficoll.
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Stocarea probelor se realizeaza in ultracongelatoare, iar prelucrarea se va realiza dupa ce
vor fi colectate toate probele necesare pentru evaluari ulterioare.

Aceasta biobanca este realizatd conform cu protocoalele standard din dotarea
laboratorului, similar cu biobancii anterioare deja existente in laboratorul nostru.

PLANIFICAREA EXTRACTIILOR SIANALIZA FRAGMENTELOR DE ARNmi

1. Sangele integral se amesteca cu un volum de solutie de liza si 1% B- mercaptoetanol
(Vortexam si centrifugam la 12.000xg timp de 2 minute, la temperatura camerei).

2. Transferam supernatantul intr-un tub steril si addugam un volum de etanol pur. Vortexam
si apoi transferam proba pe un tub cu filtru, si centrifugam 15 secunde, la temperatura
camerei, la 12.000xg

3. Adaugam 0.7 mL de Wash Buffer 1 si centrifugam 15 secunde, la temperatura camerei, la
12.000xg

4. Adaugam 0.5 mL de Wash Buffer 2 si centrifugam 15 secunde, la temperatura camerei, la
12.000xg

5. Repetam etapa 5

6. Centrifugam tubul cu filtru, fara sa addugam solutii, timp de 1 minut la 12.000xg pentru a
scapa de etanol.

7. Eluam proba de ARN in apa ultra pura si citim proba la Nanodrop.

8. Stocam probele la -80°C

SECVENTIEREA ARN

Librariile Secventele mici de ARN wor fi generate folosind ‘TrueQuant smallRNA-Seq
Kit. Dupa legarea de coloanele de silica,
fragmente mici de RNA din plasma vor fi i ona
analizate. Dupa generare cDNA si obtinerea
catenei secundare, se va realiza libraria ce se va YERDS3X
analiza cu ajutorul ILLUMINA NextSeq 500. .
Quantificarea pentru fiecare gena mapata se va -
realiza cu HT-seq iar analiza diferentiala cu
DESeg2. Rezultatele vor fi compilate si —
evaluate statistic folosind R-scripts in RStudio
(conform cu exemplul).
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ELABORAREA GRUPURILOR EXPERIMENTALE

Pentru realizarea studiului, vom identifica potentiali biomarkeri prin compararea a patru
grupuri:

Donori sanatosi — fara diagnostic de hemofilie.
Pacienti cu hemofilie dobandita.
Pacienti cu hemofilie clasica — forma moderata.

HowbdRE

Pacienti cu hemofilie clasica — forma severa.

PERSPECTIVA PENTRU ETAPELE URMATOARE

Largirea biobancii de hemofilie — clasica si dobandita.

Participarea la conferinte de specialitate pentru diseminarea rezultatelor si aprofundarea
cunostintelor 1n ceea ce priveste hemofilia si bolile rar hematologice.

Publicarea studiului preliminar pe grup restrans de pacienti.
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