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Introducere

Hemofilia dobandita este caracterizata de o
concentratie redusd de factori de coagulare circulanti.
Spre deosebire de hemofilia clasicd, in acest caz se
genereaza anticorpi anti factorii de coagulare Aceasta
patologle afecteaza 1in pr1n01pal varstnicii, 1ar 1in
aproape jumadtate dintre cazuri existd o alta boala care
este responsabild de declansarea hemofiliei dobandite,
precum alte boli autoimune: artrita reumatoida,
scleroza multipla, lupus, sindrom Sjogren sau colita
ulcerativda. De asemenea, un alt factor declansator
poate fi inflamatia cauzatda de infecti, hepatita,
diabetul sau diferite tipuri de cancer (1-3).

Pacientii diagnosticati cu hemofilie dobandita prezinta
simptome similare cu cele ale hemofiliei A — HEM A
(deficienta de FVIII), hemofilieit B - HEM B
(deficientd de Factor I1X) sau simptome de boalda von
Willenbrand — VWD, avand ca principald diferenta ca
nu este transmisa genetic — fiind boald autoimuna.
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Pana in prezent, este cunoscut faptul ca in hemofilia dobandita se dezvoltd spontan autoanticorpi ce tintesc FVIII si FIX,
rezultand sangerari. Numeroase cazuri de hemofilie dobanditda sunt confirmate clinic insd fara a investiga prezenta
autoanticorpilor. In toate cazurile de hemofilie dobanditd, contextul genetic si transcriptional nu sunt cunoscute, astfel cd in
numeroase cazuri nu se cunoaste cauza agravarii bolii, putand fi implicate mecanisme de reglare epigeneticd, inhibari ale
genelor sau blocari ale proteinelor efectoare in cascada de coagulare a sangelui (5-9).

Noi oportunitdti de dezvoltare a unor tinte

. ][ x Targeted RNA Expression pentru terapii avansate in hemofilia dobandita
| o, PG A pot fi valorificate prin evaluarea epigenetica a
. _RNAﬂ e T e S . cazurilor diagnosticate. Scopul studiului este
re-mi o s RNA-Seq DriverMap™ Profile e o . o .
| e n R . e s sa determinam moleculele non-codificatoare
Forward G5 AN s g :“; g 5 . .
—_— é T : : - I ¢ de ARN, precum micro ARN-urile, care
- = = Abundant 1 . . - . .
N\ . — 3 : *| i 1Interactioneazd cu diverse gene codificatoare
N sz e —— : :j;,-:‘—;— . Fle prf)telne. din cascada.de coagulare si care
. - -~ ™= ! inhiba exprimarea factorilor de coagulare, sau
mRNA degradation and translation inhibition i s %: 5%-;_ Sé, evaluém mOIGCU,lelC miCi de ARN Care
Igor Koturbash et al., microRNAs as pharmacogenomic 4 v % i_i - :f::ndam mOduleaza p rOﬁlul 1mun1tar’ carc pOt Stlmula
biomarkers for drug efficacy and drug safety assessment. Q"’"'ma""f"‘b'"mm"'es ::_*; i:; - inﬂamatia Si pot lnhlba mecanismele anti_
Biomarkers in Medicine 2015 9:11, 1153-1176 oiily with AbPore Magivetic Beads = = R 5 5
e inflamatoare (10-12).

https://www.labclinics.com/2022/10/24/alternative-to-rna-seq-targeted-rna-expression/?lang=en
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Flux de lucru — recoltare s1 stocare probe
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Probele se anonimizeaza si se vor utiliza pentru extractiile de ARN
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Sange integral L=

Etape:

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

2. Transferam supernatantul intr-un tub steril si addugam un volum de etanol pur. Vortexdm si apoi

transferam proba pe un tub cu filtru, si centrifugam 15 secunde, la temperatura camerei, la 12.000xg

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

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

Repetam etapa 5

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

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

Stocam probele la -80°C
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RNA sequencing

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
analizate. Dupa generare cDNA si
obtinerea catenel secundare, se va realiza

libraria ce se va analiza cu ajutorul
ILLUMINA NextSeq 500.

Quantificarea pentru fiecare gena mapata se
va realiza cu HT-seq iar analiza diferentiala
cu DESeq2. Rezultatele vor fi compilate si
evaluate statistic folosind R-scripts 1n
RStudio.
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pheatmap(assay(vsd)[genes, ], cluster_rows=TRUE, show_rownames=TRUE,

cluster_cols=FALSE, annotation_col=annot_col)
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Example for the analysis: https://angus.readthedocs.io/en/2019/dift-ex-and-viz.html
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Tinta — 1dentificarea de molecule cu potential de Biomarker.
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Rezultate preliminare
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Colectare probe biologice:

Donori sanatosi — 2 probe o
Hemofilie dobandita — 2 probe eligibile

Hemofilie clasica — forma severa — 3 probe eligible

- Plasma colectata a fost imediat stocata la -80°C. . .
- Pacienti1 inclusi 1n studio au prezentat simptomatologie specifica
s1 nu aveau alte comorbiditati asociate.

Limitare: numarul mic de cazuri prezente in clinica s1 costul mare al
secventierilor.
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FIGURE 3 VWolcano plots highlighting the global transcriptomic maodifications and main altered transcripts (dark red) of all comparisons
(A). Venn Diagram depicting the common upregulated transcripts in AH compared to each group. HBA1-201 - haemoglobin subunit alpha 1

being the common transcript in AH compared to all groups (B).
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Implicare directa a miRNA
- miR-19b-3p si miR-186-5p
pot modula nivelul de expresie
al genet F8 (date in
conformitate cu literatura)

Amprenta transcriptelor pentru
pacientii cu hemofilie dobandita
este diferita fata de restul
grupurilor.

Dupa analiza datelor folosind
softul R studio s-a concluzionat
faptul ca subunitatea 1 alfa din
hemoglobina este exprimata
semnificativ diferit in probele de
hemofilie dobandita comparat cu
restul grupurilor.
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Sumar

- ambele cazuri de hemofilie dobandita sunt idiopatice.

- hemofilia dobandita este o boala foarte rara, iar analizele amprentelor moleculare pentru aceasta boala sunt
definitorii pentru a intelege cum se manifesta, de ce apare si mai ales cum sa o tratam. Astfel ca acest studio este
un model pentru analizele viitoare.

- pentru a determina mecanismele moleculare ce conduc la aparitia hemofiliei dobandite sunt necesare studii
epigenetice si identificarea de molecule ce pot fi utilizate drept Biomarkeri in diagnosticul acestei patologii.

- modelul acesta de analiza poate fi utilizat si in cazul altor boli.

- numarul probelor analizate este esential. Cu cat mai multe, cu atat puterea studiului creste si comparatiile sunt
mai semnificative.
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Participare la congresul international al societatii de tromboza si hemostaza, Montreal, Canada, 24-28 Tunie 2023

Reprezentant grup: Dr. Rares Drula

- UMF
racterizing the transcriptomic proflle of acquired haemophilia using RNA-seq @ .
E{r f:;iig'};:}";ss:i Drula ', Adrian Bogdan Tigu * Raluca Munteanu '%, Sergiu Pa; zu ", Diana Cenariu *, Diana Gulei *, Gabriel Ghiaur ', Ciprian Tomuleasa *
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Isth 2023 INTRODUCTION RESULTS

Acquired haemophilia (AH) is a very rare bleeding

M- DFUTURE

JUNE 24-28 CONGRESS disorder consisting in the spomtaneous alteration of o 1
#ISTH2023 ISTH2023.0RG coagulation processes occurfing in individuals with no

- = previcus haemaphilic diagnasis. 3

T "@' montréal While classic A or B haemophilia (CH) is usually 1

associated with mutations in the clotting factors genes, AH
has a primary autoimmune component, delermined by the

CERTIFICATE OF ATTENDANCE development of autoantibodies directed against the clotting

+ K i ¥ S
factors. v .. iy 4
Most of the i isms for the 4 i 23 i H
e i i of AH are largely unknow, especially regarding the factors & ¥
This is to certlfy that leading to the development of AH in individuals already
diagnosed with either solid or haematological malignancies
and autoimmune disorders. As such, we sought to
Rares Drula the ptomic profiles of AH P I R e
pationts. in’ comparison with CH patients and heakthy Fig.2 Voleana plots highlighting the global i ifications and main altered
individuals using ANA-Seq. transcripts (dark red)
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Our aim was to highlight relevant differentially expressed

ISTH 2023 CONGRESS ranscripts. associated with AH that might offer reliable

biomarker candidates for predicting its development and,

additionally, to provide insight regarding the altered

held between pathways and factors differentially activated between the
subtypes of the disease.
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HBA1-201 - hemoglabin
subunit alpha 1

Fig. 1 Heatmap
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Saturday, June 24, 2023 to Wednesday, June 28, 2023 METHODS main differentially Severe

We ir the inthe ANA | | ®Xpressed Fig 3. Venn Diagram depicting the common upregulated transcripts
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healthy controls for reference. Data regarding dysteguiated | | 9"°“P"9
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modifications at fold change level. Global comparisons of
the alterations were dispiayed in the form of valcana ot CONCLUSIONS ) ) || CONTACT

The number of reads (imes a franscript was We identified an extensive subset of transcripts, both coding and non-cading (especial , with . P 1 || For inquiries, fest e 1o contact ox. Cipran
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Review
The Role of Epigenetic Modifier Mutations in Peripheral
T-Cell Lymphomas

*

1,3

Adrian-Bogdan Tigu ***{ and Anamaria Bancos

Medfuture Research Center for Advanced Medicine, luliu Hatieganu University of Medicine and Pharmacy,
400337 Cluj-Mapoca, Romania; ani_maribancos@vahoo.com

2 Academy of Romanian Scientists, [lfov 3, (50044 Bucharest, Romania |
 Department of Hematology, luliu Hatieganu University of Medicine and Pharmacy,
400012 Cluj-Napoca, Romania

Correspondence: bogdan.tigu@umfclujro

Topic: Evidentierea potentialelor modificari la nivel epigenetic in limfomul cu celule T periferice, patologie cu o heterogenicitate foarte mare si cu incidenta scazuta.

Scop: studierea literaturii pentru a putea organiza biobanca pentru aceasta patologie si planificarea analizelor genetice. Rezultatele obtinute se vor evalua folosind
algoritmii din R Studio, similar cu studiul publicat in cazul hemofiliei dobandite si identificarea de Biomarkeri pentru limfomul cu celule T periferice.
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Autori: Raluca Munteanu, Ciprian Tomuleasa, Cristina-Adela Iuga, Diana Gulei, Tudor Eliade Ciuleanu

Jurnal: Cancers , Impact factor: 5.2 (Conform WoS anul 2023)

Topic: Explorarea noi abordari terapeutice pentru cancerul pulmonar, accentuand interventiile epigenetice si integrarea lor cu tratamentele actuale, evaluand

eficacitatea si provocdrile acestor strategii.
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Denumire

Stabilirea grupurilor experimentale

Recoltarea probelor biologice

Determinarea cantitatii de FVIII si FIX

Realizarea registrului de probe

Achizitionarea kiturilor de extractic ADN si

ARN din plasma si sange integral.

Extractia ADN si ARN din probele biologice

Secventierea ARN

Analiza statistica

Diseminarea rezultatelor

Publicarea datelor experimentale.

Rezultate asteptate

in primele doud luni ale proiectului se vor stabili
criteriile de selectie pentru grupurile experimentale. Si
vor fi organizate activitatile de cercetare si achizitiile
de reactivi/consumabile.

La finalul lunii 6 de proiect, probele biologice vor fi
colectate si stocate corespunzator pentru extractiile
ulterioare.

Pana la finalul lunii 6 de proiect, fiecare proba
receptionatd pentru analizd va avea rezultatul privind
dozarea factorului FVIII si FIX.

Pe parcursul celor 6 luni va fi completat un registru de
probe, iar la finalul lunii 6 acesta va fi finalizat.

Pana la colectarea tuturor probelor necesare pentru
studiu, se vor desfasura procedurile de achizitie, astfel,
la finalul primelor 6 luni de proiect vor fi achizitionate
kiturile de extractie necesare.

La finalul lunii 8 de experiment toate probele de ADN
si ARN corespunzatoare fiecdrui pacient inrolat in
studiu vor fi extrase, caracterizate si stocate pentru
determinari suplimentare.

La finalul primului an de proiect se estimeaza
obtinerea datelor brute privind probele biologice
incluse in experiment.

Rezultatele analizelor statistice si bioinformatice vor
evidentia molecule comune si distincte cu importanta
majord in dezvoltarea bolii, dar si molecule cu
potential de marker biologic.

Diseminarea rezultatelor se va realiza la conferinte
nationale si internationale, sub forma de postere sau
prezentari orale.

Rezultatele studiului vor fi publicate sub forma de
studiu original, intr-un jurnal cu factor de impact de
minim 3. Insd este imposibili mentionarea cu
certitudine a unui jurnal unde se va publica articolul,
datorita etapelor de evaluare inainte de initierea
procesului de revizie si ulterior acceptare a
manuscrisului.
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Perspectiva pentru etapele urmatoare

Imbogitirea biobancii de probe pentru hemofilia dobandita si alte boli rare, astfel ca vom continua colectarea de probe biologice si vom extrage atit material genetic
(ADN) cat si plasma de la fiecare pacient inrolat.

Determinarea cantitativa a factorilor de coagulare pentru probele lucrate.

Diseminarea rezultatelor la conferinte si manifestari stiintifice de specialitate
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