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1. Scopul si obiectivele propuse spre realizare in cadrul proiectului

Scopul proiectului este dezvoltarea si implementarea tehnologiilor genetic-moleculare

innovatoare in domeniul medicinei de precizie din Republica Moldova.

Obiectivele propuse spre realizare in cadrul proiectului:

1. Crearea si consolidarea parteneriatului national in domeniul geneticii moleculare intre LGMU
IMSP IMC si LIG IMSP 10.

2. Eficientizarea metodelor existente de diagnostic al maladiilor ereditare monogenice;

3. Implementarea si exploatarea tehnologiilor molecular-genetice inovatoare a Laboratorului de
Genetica Moleculard Umana (IMSP IMC) si Laboratorului Stiintific Imunogenetic (IMSP 10)
spre dezvoltarea medicinei de precizie;

4. Elaborarea si implementarea panelurilor genetice diagnostice pentru maladiile monogenice,
probleme reproductive, boli neuro-degenerative si metabolice.

5. Elaborarea si implementarea unui panel nou de diagnostic al sindroamelor tumorale ereditare in
Republica Moldova.
internationale;

7. Perfectionarea specialistilor in domeniul metodelor si tehnologiilor inovationale genetic-
moleculare, utilizate in studiul medicinei de precizie, in centre principale cu implicarea celor
mai buni experti internationali;

8. Familiarizarea si sensibilizarea diferitor specialisti (pediatri, imunologi, gastrologi, neurologi,
s.a.) prin diseminarea informatiilor in domeniul geneticii moleculare de precizie in teritoriul

Republicii Modova.

2. Rezultatele stiintifice obtinute in cadrul proiectului.

Proiectul propune o atitudine personalizata intr-o noua directie in practica medicala autohtona prin
consolidarea investigatiilor molecular-genetice in formularea panelurilor multigenice de diagnostic al
bolilor ereditare si anume: (screening pentru cele mai frecvente maladii ereditare, maladii
neurodegenerative, dereglarea hemostazei, dereglarea ereditard a metabolismului, starile autoimune si
imunodeficiente) si un panel nou de diagnostic al sindroamelor ereditare tumorale in Republica
Moldova.

Acest proiect va Intruni conlucrarea unei echipe multidisciplinare (medici, biologi, chimisti, s.a. ) in
domeniul medicinei de precizie consideratd medicina viitorului ce are la baza un principiu foarte

simplu: cel al ,,bolii unice”.



Prima etapa a proiectului, denumitd: Crearea si consolidarea parteneriatului national In domeniul
geneticii moleculare intre LGMU IMSP IM si C si LIG IMSP IO cuprinde o perioada de 6 luni
(01.01.2018-30.06.2018) a avut ca scop indeplinirea urmatoarelor activitati:

Pentru identificarea potentialilor parteneri au fost efectuate 4 sedinte, dintre care:

a. La inceputul proiectului cu toti conducatorii de proiecte care au trecut concursul, unde s-a
discutat provocarea, s-au colectat informatii pentru crearea unui parteneriat prin consultarea cu partile
implicate si cu potentialii furnizori de resurse externe; Totodata s-a stabilit managementul
programului de stat prin analiza structurii si sistemului de gestionare a parteneriatului pe termen
mediu si lung.

b. A doua sedintd a avut ca subiect construirea unei relatii de munca prin adoptarea de comun
acord a unor tinte, obiective si principii esentiale care vor sta la baza parteneriatului. La momentul
actual se elaboreaza un contract de colaborare intre LGMU IMSP IMC si LIG IMSP 10 in care sunt
incluse drepturile si obligatiile ambelor parti. A fost planificat programul de activitdti si initiate
activitdtile delimitate.

Cc. A treia sedintd a avut ca subiect identificarea si stabilirea reactivelor necesare pentru I etapa de
lucru pentru tehnologia Secventierea de Noua Generatie (NGS) prin echipamentul Ion Torent PGM
care se afla in cadrul Laboratorul de Imunogenetica al Institutului de Oncologie.

d. A patra sedintd a cuprins discutii cu privire la rezultatele tenderului pentru achizitionarea
reactivelor care a avut loc in luna Mai 2018, contract de achizitionare a reactivelor Stiinta, Nr.205, din
20 Tunie 2018. Conform acestui contract, in total se planifica achizifionarea reactivelor necesare
pentru I etapa de lucru pentru tehnologia Secventierea de Noua Generatie (NGS) prin echipamentul
lon Torent PGM, formarea bibliotecii NGS din suma de 145247.98 MDL.

Proiectul are ca scop principal utilizarea tehnologii inovatoare, de ultima generatie iIn diagnosticul
genetic-molecular care ofera posibilitatea realizarii analizelor genetice detaliate, menite sa evidentieze
predispozitia pacientului pentru diferite afectiuni, utilizarea biologiei sistemice pentru identificarea

cauzei bolii pacientului la nivel molecular cat si preintampinarea sau atenuarea efectelor adverse.

Pentru realizarea etapei a Il-a al proiectului, denumita ,,Eficientizarea metodelor molecular-genetice
existente cu utilizarea tehnologiilor noi §i pregatirea bibliotecilor genomice pentru NGS”, conform
planului de activitate propus, spre implementarea algoritmului de diagnostic molecular prin metoda de
PCR cantitativ, a fost realizatd cu succes dizolvarea si verificarea amplificarii primerilor
oligonucleotidici ce recunosc secventele incluse in tabelul 1. In continuare, se urmareste indeplinirea

etapelor ulterioare in scopul implementarii propuse.



Au fost elaborati primeri noi pentru analiza deletiilor in gena DMD prin metoda PCR fluorescent

cantitativ — QF-PCR, primeri si sonde pentru determinarea mutatiilor in gena MTHFR, pentru

determinarea deletiei 22q11, confirmarea diagnosticului molecular-genetic prin intermediul secventierii
Sanger (Tabelul 2, 3).

Tabelul 1. Lista primerilor a exonul 7 genei SMNI si a genei de referinta

Gena/Locus Forward Revers

Albumina (reference gene) 12 AGCTATCCGTGGTCCTGAAC TTCTCAGAAAGTGTGCATATATCT

SMN1 ex.7 U SyBr TTTTATTTTCCTTACAGGGTTTC GTTTTACATTAACCTTTCAACTTTT

SMNL1 ex.7 K SyBr CCTTTTATTTTCCTTACAGGGTTTC GATTGTTTTACATTAACCTTTCAACTTTT

Tabelul 2. Lista primerilor utilizati in cercetare

Name Sequence Oligo length Dye
Ex3F CGGCAGATTAATTATGC CACT 22 FAM
Ex4F ATTAATGCCTCACAGGCTCT 20 FAM
Ex4R GCTGTGTCACAGCATCCA 18
Ex43F GCAACACCATTTGCTACCTT 20 HEX
Ex43R CAAATCATTTCTGCAAGTATCAAGAA 26
Ex44F CAGAGTGATATCTTTGTCAGTATAACC 27 FAM
Ex44R CACCCTTCAGAACCTGATCT 20
Ex49F TGCAATACATGTGGAGTCTCC 21 HEX
Ex49R AATGGCAAATGTACAACAGGG 21
Ex48F GAATACATTGGTTAAATCCCAACATG 26 FAM
Ex48R TTGTCTTTAATAATGATACCAAATGAGAA 29
Ex51F TGGCTCTTTAGCTTGTGTTTC 21 FAM
Ex51R GGAGAGTAAAGTGATTGGTGGA 22
Ex52F GTGTTTTGGCTGGTCTCAC 19 FAM
Ex53F TCCTGTTGTTCATCATCCTAGC 22 FAM
Ex53R CTATGGTATAATTTTATCAAATGTAACCAGT 31
Ex47F ACAAGGTAGTTGGAATTGTGC 21 FAM
Ex47R CATGTGACGGAAGAGATGGT 20
Ex60F ATTACTGGCACTGCACCC 18 HEX
Ex60R CCTATCCTCACAAATATTACCATGAAC 27
Ex45F CTGCATGTGGTAGCACACT 19 FAM
Ex45R CTCTCATGAAATATTCTTCTAAAGAAAGC 29

Tabelul 3. Lista primerilor utilizati in cercetare

Forward CGCAGTCGCACTACAGCTT 19
PCDH19 p.Arg198>Pro

Reverse CACCTTGATACTAAGGCCAACGG 23

Forward GTGATGCCTGATATTGTCATGTTACA 26
DYRK1A p.Thr103lle

Reverse TCTCAATGACATACTGCAAGATAGATGT 28

Forward GAGAAGATGTCATTGCTTCAGAAAGGG 27
TRAPPC11 p.Phel73fs

Reverse CTTATAATATAACCCACAAGGTGGTCAGTG 30

] Forward GTTGGAGATCTGCAACCTCACG 22

CAPN3 p.Alad44delins VValVal ProSer

Reverse CCCATCAAGAGCATCTCCCAC 21

Forward CAGATGCACGGGAACAAGC 19
CAPN3 p.Glu566Lys

Reverse CAGAGAGGTTCCTCTTTTCAGAGAAG 26

Forward CCTAATGCTCTTCTTTTGCAGTTTTGCA 28
ANO3 p.lle767Met

Reverse CTATGTCAGTTGCTCGGGCT 20
BRCA?2 p.Ser1982fs Forward GGGAAGCTTCATAAGTCAGTCTCATC 26




Reverse GCCTTTTTGGGATATTAAATGTTCTGGAGT 30
Forward GTGAACTTCAGGCCAGTAAGGAG 23
SH3TC2 p.Arg954Ter
Reverse CTCTATAGCTTCCCAGCAGCATG 23
Forward AGAAGCTGGCTCCGAGTTG 19
SH3TC2 p.Arg227Trp
Reverse GTCTGCTCTGGGACTTGCT 19
Forward CTCAGAAGAAAGCCTCAGGGG 21
ENAM p.Gly421fs
Reverse CAGGGGCTGGTTGGATTCT 19
Forward CACAGCTGCAAAAGAAGGAAATCG 24
IFIH1 p. Glu627*
Reverse CACCACCCTCATCACTATCATCTTC 25
Forward TCATCACCACCAATGT 2
ACVRL p. R206H GGGCTCATCACCACC G 0
Reverse ACGGCAACATTCTCCCCTTG 20
Forward ACACCAAGTCTGGGGTGC 18
CLCN1 p.Arg894*
Reverse GTCCTCAGGCAGGTTCCAG 19
Forward ACGGTAGCCCTAACCTACAGG 21
CLCN1 p.Thr550Met
Reverse GTAGCTTCTTGACCTGGATGATGCT 25
Forward CCAGTTCTGGATGTCCATCGTG 22
CLCN1 ¢.1437_1450del14
= Reverse CCCATCAGAACTTACCTAGCACAAAC 26
Forward T TCTTCA TCT 1
CLCN1 rs797045032 CTGCCTCTTCAGCCCTCTC :
Reverse GCCTACCTCTTTCCCCACG 19
Forward GAAAAGCTGCGTGATGATG 19
MTHFR C677T gPCR
Reverse TTGAAGGAGAAGGTGTC 17
Forward AAGAACGAAGACTTCAAA 18
MTHFR A1298C qPCR
Reverse TGGGGGGAGGAGCTGAC 17
CETR delta508 Forward TGCCTGGCACCATTAAAGAAAATATCA 27
elta Reverse GCTTCTGTATCTATATTCATCATAGGAAACACC 33
Alburmin Forward TGAAACATACGTTCCCAAAGAGTTT 25
Reverse CTCTCCTTCTCAGAAAGTGTGCATAT 26
T Forward GTGATGCCACATCCCTTTCAA 21
Reverse ACGGTGAATGAAGAGCAGACA 21
Bl Forward GTTCTCTTTCCCTTAGTGGCA 21
Reverse CTGGGTGGGACTCCAGGA 18
ARID1B ¢.2991C>A Forward CTTTCTCTTCCTGTAGGCAAGGC 23
Reverse CCACTTTCGCCAACTGATCCA 21
ARID1B ¢3026 G>A Forward TTCTTCCTTCAAGGGAAATGCAAGG 25
Reverse CTCTCGGGCTGTGGAGTG 18
RBCK1 Forward GTGGGTGATTGGGCAGCG 18
Reverse CCCTGCTTGCCCTATGCC 18
FKBP14 Forward TCCGAATTATCTAAAACCCTTCAAGTCCTTC 31
Reverse GTAGAAAGAGGAGTAGGAAGAAGGAAAGG 29
Tabelul 4. Primerii si sondele pentru diagnostic
Name Sequence Dye Quencher
MTHFR C677T C AATCGGCTCCCGC VIC Qsy
MTHFR C677T T AATCGACTCCCGC FAM Qsy
MTHFR A1298C A ACACTTTCTTCACT VIC Qsy
MTHFR A1298C C ACACTTGCTTCACT FAM Qsy
DiGS TBX1 ACCCAGTTTCCTTCAACCTAGATCCCT FAM Qsy
DiGS SLC25A1 CTGAGCACCGGCAGGGAGTAC VIC Qsy
DiGS 22q11 GCAGGGGCCATCAGGTCTTTGGGG ABY Qsy
ALB TGCTGAAACATTCACCTTCCATGCAGA ABY Qsy
TREC CTCTGGTTTTTGTAAAGGTGCC FAM Qsy
KREC CCAGCTCTTACCCTAGAGTTTCTG VIC Qsy




Totalitatea reactivelor care au fost procurate vor servi ca baza materiala la implementarea
metodelor inovative in cadrul proiectului. Acestea au fost achizitionate in rezultatul tenderului care a
avut loc in luna Mai 2018, contract de achizitionare a reactivelor Stiinta, Nr.205, din 20 Tunie 2018, pe
suma de 145247.98 MDL.

In urma sintezei literaturii de specialitate cu privire la patologiile ereditare neuromusculare, a
metodelor de diagnostic ale acestora, precum si studiul referintelor bibliografice ce tin de diagnosticul
purtatorilor acestor mutatii prin intermediul PCR, MPCR, qPCR si prin secventiere (analiza geneticd),
in scopul implementarii ulterioare al algoritmului de diagnostic molecular-genetic prin metoda de PCR
cantitativ cu SYBR Green\Rox qPCR Master Mix sau Eva Green Dye, a atrofiei musculare spinale au
fost efectuate 46 reactii pentru identificarea statutului exonului 7 in gena SMNI1 (norma, heterozigot
sau deletie).

Datele obtinute la nivel de Ct (cycle threshold) Std Dev vor fi utilizate ulterior pentru a calcula
numirul relativ de copii ale genei SMN. In figura 1 este ilustrat rezultatul obtinut in urma efectuirii

tehnicii qPCR la familia cu Amiotrofie spinala.
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Figura 1: In imagine sunt reprezentate diferite profiluri ale exonului 7 SMN1
(prezent, cu statut heterozigot si respectiv lipsa acestuia, deletie.) si exonul 12 al
ALB prin intermediul instrumentului Melt Curve, care reprezinta un indicator al

prezentei unor ampliconi sau schimbdri ale secventei in cadrul ampliconului.

In anul curent, in cadrul prezentui proiect a fost implementatd o tehnici molecular-genetica

noui — HRM (High Resolution Melting). In figura 2 a si b sunt ilustrate graficele care reflecta starea



normald si heterozigotd a genei MTHFR 677. Pentru alte locusuri se efectueaza in continuare testarea

molecular genetica pentru a fi implementate in cadrul laboratorului GMU.
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Figura 2. Rezultatele HRM pentru gena MTHFR 677: a. Starea normala; b. Starea heterozigota.
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Au fost elaborati primeri noi pentru analiza deletiilor In gena DMD prin metoda de analiza

fragmentara cantitativa prin PCR — QF-PCR, primeri si sonde pentru determinarea mutatiilor in gena
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MCMB6, pentru determinarea numaralui de copii a genelor SMN1 si SMN2, confirmarea diagnosticului

molecular-genetic prin intermediul secventierii Sanger (tabele 5, 6, 7).

Tabelul 5. Lista primerilor utilizati pentru secventierea Sanger

Name Seq Length

SSR4 F TGAGCTGGCTTGTGATCT 18
SSR4 R GGAAGGCACAATAACGCAA 19
EIF2AK4 F ATCACGACAGGATGTCTACTAA 22
EIF2AK4AR CAGTTAGGCAAGTTGGAAGAA 21
COL6A2 ex4F CTAGAACACCTGACCGAGAG 20
COL6A2 ex4R GGCCAAGTGTGGATTTCAA 19
RYRL1F ACCAGAACGTCATCCAGTT 19
RYR1R GGTAGGTCTGGAGATTCCTG 20
FGRF2 ex2F GAGGTGAGGATGGAAGGATT 20
FGFR2 ex2R CAGGCCTTAACAATCTGCC 19
DQA1*05F CACGTCGGTGCCTCTTATGTA 21
DQA1*05R GACTCAAGTTATTGTGTTTTAGG 23
DQB1*02F GGACAGAGGTGCGCCGTCTT 20
DQB1*02R GCTTTCCTCCGCTCGATCAGG 21
DQB1*0302F CGTGCGTCTTGTGCGGACC 19
DQB1*0302R CTGTTCCAGGCGTACTCGGCA 21
NAIP_E5 F TGTGTACATACCCCCTGGTG 20
NAIP_E5 R GGCAGAGCAAGACTGTCTCA 20
NAIP E4 a F GGAAACAGTGGGAAATGCTC 20
NAIP E4 a R GGCACCAAAGAGGATTAGGC 20
NAIP E4 b F CCGCTGGGTTTTACTTCACT 20
NAIP E4 b R CGCCAGAGAAACACTTCAGA 20
GFT2H2E 4 F TTGGGCTAGTAATCATTTTAGCTTG 25
GFT2H2E_4_R TCAGTTACCCTGAAACACAGC 21
GEMIN2_E1 F CCGCGCCTAAGGTGTCTAT 19
GEMIN2_E1 R CAGGGCCGAATCACTCAC 18
GEMIN2_E2_F CCTGAGCAAAGCACAACAGA 20
GEMIN2_E2_R GGTTGGGGGTAATCTCCAG 19
GEMIN2_E3_F GGCATGAGATTCTAGTTTTGACA 23
GEMIN2_E3_R AAATCCAACAGGGGCTTAAT 20
GEMIN2_E4_F CAATTTTGTGCAGAAACTGATTT 23
GEMIN2_E4 R GCAAGTGAATCTTTAACGACTGG 23
GEMIN2_E5_F TGGGAATATGGAAGGACTTAACTT 24
GEMIN2_E5 R ACTTGGCCCAGGGTAGAGTT 20
GEMIN2_E6_F TGTGGCAAGAAATTCACCAG 20
GEMIN2_E6_R TTCACACACAATGCAAACAAAA 22
GEMIN2_E7_F TCTTCTCCACCCCCTCTTTT 20
GEMIN2_E7_R CACAGTTGACCCAAAACGTC 20
GEMIN2_E8_F TCAGGCATAACATTGGACATTT 22
GEMIN2_E8_R CCATATAAATTGGTGGGTGCTT 22
GEMIN2_E9_F ATTTCAAAAGTAATAGGAACAGACAAT 27

10



GEMIN2_E9 R

CCAACCAAACAAAAACCAAA

20

GEMIN2 E10 a_ F

GACGTTTGGGTTGCTTATGG

20

GEMIN2 E10 a R

AAGCTGCTTGATTACAGAAAACTG

24

GEMIN2_E10 b_F TCAATGGAAAATCCCACTCAG 21
GEMIN2_E10 b R GGATGACAGAGCGAGACTCC 20
FGFR2 ex3F TTGCAGAGCAAGAACAGC 18
FGFR2 ex3F AATTACAATTAGAGATCTCACTACCTT 27
FGRF2 ex4F GGTCTCAGTTGTAGATAATTGCA 23
FGRF2 ex4R AGGTGACAGGCAGAACTT 18
FGFR2 ex5F AGCCAGCTGGATTAGACTT 19
FGFR2 ex5R GTGATGTTCTGAAAGCTTAATTCTAC 26
FGFR2 ex6F AAGCACAGTACTTGGTATTCTG 22
FGFR2 ex6R AGCAAGAATGGGCTGGTA 18
FGFR2 ex7F AGTGGACAGCCAATAACCT 19
FGFR2 ex7R CTCTCTCAACTCCAACAGGA 20
FGFR2 ex8F CCATAGACAATGCTAAGACCTTC 23
FGFR2 ex8R TCCTATAAGCTGCCTGCAG 19
COLG6A3F AGAGTGAGCTACCAGAGGA 19
COLGA3R TGTTGCACAGAACTCTCCA 19
GAAF CATGCTGTCTATAAATCACAACTGA 25
GAAR CAGTAGGTGGCAGTGTAGC 19
MCM6F AATGCAACCTAAGGAGGAGA 20
MCM6R TGTTAGACGGAGACGATCAC 20
TPM2F AGTTCCATCTTCTCCTCATCC 21
TPM2R GGAGCCTCTCTGATCCTTATC 21
FOXP3F CTAGAACTGCTGGTCTAGGC 20
FOXP3R GTCAATGAACACATCCTCTTGA 21
ATXN2F GGAACTGCTGAGGACTGT 18
ATXN2R TCAGAGCCTCCTAGACCA 18
CACNA1AF AGCACGTGCTACTTTGGC 18
CACNA1AR GAGCATCGACGTCATCGC 18
FGFR2 ex9F GCTGCAGTCGGAATCTCC 18
FGFR2 ex9R TACATTGGCTCAATGACTCACTAA 24
FGFR2 ex10F GAGAATGGTCGTCGCCTT 18
FGFR2 ex10R AGATCCACAAGCTGGCTG 18

FGFR2 ex11F

GAGCCAGGATTACATCTGTGTC

22

FGFR2 ex11R

GACATCATCACACCAAGACCTT

22

FGFR2 ex12F

CATATGATAAGCACTCCATGCTT

23

FGFR2 ex12R

GCCATGATAGAGTTCACATGC

21

FGFR2 ex13F

GCAACTAACAGTAGCTGCC

19

FGFR2 ex13R

GTTCATGGCTAGGAACATCTTC

22

FGFR2 ex15F

TCTTATAGTATACCGCAACTGGT

23

FGFR2 ex15R

GCTCTCAACATTGACGGC

18

FGFR2 ex16F

TCTGCTCTATTGACTGACTAGTAA

24

FGFR2 ex16R

GCACCTTCTACGAATGTGTG

20

FGFR2 ex17F

GCACATAGGAGGAACTGCAG

20

FGFR2 ex17R

ACGAGATACATCAGGAGAGGTATTA

25
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FGFR2 ex18F

GCTTGGAAGGTTCTGATGC

19

FGFR2 ex18R

ACACTACGCATGTCTCACA

19

LAMA? ex2F TATGTAGTATACTGAATTGTCAGGTATT 28

LAMA? ex2R CAACTTGGCCTCAACATCTC 20

LAMA? ex4F TCTACTGTAGCATTTAGACTTATATTTGA 29

LAMA? ex4R ATGGGAGACACATGAAGGTAG 21

SMN F ATGTGAAGCGTTATAGAAGATAACT 25

SMN R TTCTCAACTGCCTCACCA 18
Tabelul 6. Lista primerilor utilizati pentru secventierea Sanger

EX43F1 TCTCTTTCTATAGACAGCTAATTCATT 27 HEX

Ex43R1 AATCATTTCTGCAAGTATCAAGAAA 25

Ex55F1 TAATAATTGCATCTGAACATTTGGTC 27 PET

EX55R1 CTGGCTTGTCAGTTACAAGTAC 22

Ex5F CAACTAGGCATTTGGTCTCTTAC 23 FAM

EX5R AGCAGCACTATGGAGCAG 18

Ex6F TTCTTGCTCAAGGAATGCATT 21 HEX

Ex6R TCATCAGAGTCTAAATCACCACT 23

Ex7F GAAGTAAATCTCATGGAACATTCTAGA 27 PET

EX7R TTGTGTAGAAATGACAAGTCTCAG 24

ExX57F TAGATATTCTGACATGGTACGCT 23 HEX

EX57R CACTGGATTACTATGTGCTTAACAT 25

EX58F TGCCACAAGCCAAATAAGC 19 FAM

EX58R TCACCACTGATCCTTCTATCAATA 24

EX59F TACCCTCTTGTTCAACTGTACT 22 HEX

EX59R CACTGCACTCAAGTTCAGATTAG 23

EX61F TTCCTCATTATATAGAATGAGAGAACATC 29 PET

EX61R CTGTTATTCTTATTAATCAAGATGCAATAAA 31

EX62F TGTAATTCTGGAGATTAATGTTGTCT 26 HEX

EX62R CTCACTTGTGAATATACAGGTTAGTC 26

EX63F TCTTGACTACTCATTGTAAATGCTAA 26 HEX

EX63R TAGCAAGTAACTTTCACACTGC 21

EX64F CTTGGCGTATACACACTATATGTT 24 PET

EX64R TACATTGCAACAGGAATTGTGA 22

EX65F TGAGAGAGTCCTAGCTAGGAT 21 HEX

EX65R TAATTACACTTCACCATTCTGTACG 25

EX66F TGTAGGTCATCAGTCAAAGAGAT 23 HEX

EX66R TAATCCTCATTCTCTACTTAAATGCC 25

EX67F TACTCTTGAGAATTGCTACTGGA 23 HEX

EX67R TAAATATGTTACCTAGAAGGTGAATAACT 29

EX8F TCACTGTTCATTAATCTATCGTCTT 25 PET

EX8R AATGAATATTGTAGTCAATGAAGCAA 26

EX9F CAACATGATATTAAGTGCCTTCATT 25 PET

EX9R CAGCTCTTCACGAGGAGATA 20

EX10F TGCAAAGACATTAATTGTGTAACAC 25 PET

EX10R TCCCAAGCACATCATAGTAACTA 23

EX11F TCACTTGCACTGAAGTCCT 19 PET

EX11R TGAGAATCGTAACTTAACCATCAAA 25
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EX12F TGCGAACATTCCATATATTATAAATTCTAT 30 FAM
EX12R TCCCATCAACCATGTCATCT 20
Tabelul 7. Sondele utilizate pentru secventierea Sanger
MCM6 G GGGGCTACATTATCTTATCTGTATT FAM/QSY
MCM6 A AGGGACTACATTATCTTATCTGTATTG VIC/QSY
MCM6 C GGGCCTACATTATCTTATCTGTATT ABY/QSY
SMN2 P AAACCATCTGTAAAAGACTGGG VIC/QSY
SMN1 P CCATCTGTAAAAGACTGAGGTG FAM/QSY

In scopul realizarii studiului, au fost initial studiate conditiile necesare de functionare a

primerilor, adica temperatura lor de aliniere. In acest sens, a fost selectatda temperatura de aliniere a

primerilor achizitionate in anul precedent.

Au fost realizati primerii pentru analiza celor mai frecvente mutatii responsabile pentru
dezvoltarea maladiilor mitocondriale:

1.

N

NSO Ww

3243A > G (gena MT-TL1) — Encefalomiopatia mitocondriald, acidoza lacticd si episoade
asemanatoare accidentelor vasculare cerebrale (sindromul MELAS), dar a mai fost identificat si
la pacientii cu diabet ereditat maternal si surditate (MIDD syndrome). Mutatia este prezenta in
~80% din cazuri.

13513G > A (gena MT-ND1) — Encefalomiopatia mitocondriala, acidoza lactica si episoade
asemanatoare accidentelor vasculare cerebrale (sindromul MELAS) si sindromul Leigh.

3460G > A (gena MT-ND1) — Leber's hereditary optic neuropathy (LHON).

11778G > A (gena MT-ND4) — Leber's hereditary optic neuropathy (LHON)).

14484T > C (gena MT-ND6) — Leber's hereditary optic neuropathy (LHON).

8993T > G (gena MT-ATP6) — sindromul Leigh; ataxie si retinita pigmentara (NARP).
8993T > C (gena MT-ATP6) — sindromul Leigh.

Analiza ADN-ului mitocondrial se va realiza prin intermediul metodei Arm-QPCR, cu ajutorul
primerilor ilustrati in tabelul 8.

Tabelul 8. Primerii pentru depistarea maladiilor mitocondriale

Nr. Denumirea Forward/ Secventa pb Ma_rnmea .
Reverse ampliconului
Forward AGGGTTTGTTAAGATGGCtCA 21
MT-TLL wild-type
L 3243A5G ;()Lmrd AGGGTTTGTTAAGATGGCtG 21 97pb
Reverse TGGCCATGGGTATGTTGTTA 20
Forward CTCACAGGTTTCTACTCCAAIG 22
MT-NDL wild-type
2. 13513G>A ;czrgs:d CTCACAGGTTTCTACTCCAALA 22 145 pb
Reverse TTCTTCTCACCCTAACAGGTC 21
Forward TACTACAACCCTTCGCTGCCG 21
MT-NDL wild-type
3| 3460G>A ;‘Lrgstrd TACTACAACCCTTCGCTGCCA 21 120 pb
Reverse GTAGAAGAGCGATGGTGAGAGCTAAG 26
Forward ACGAACGCACTCACAGTYG 19
MT-ND4 wild-type
4 11778G>A ;‘Lrt‘g’strd ACGAACGCACTCACAGTgA 19 143 pb
Reverse CACAGAGAGTTCTCCCAGTAGGTTAA 26
MT-ND6 — Forward
5, 1440475C | wild-type GTAGTATATCCAAAGACAACGAT 23 161 pb
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Forward GTAGTATATCCAAAGACAACGAC 23
mutant
Reverse GGGTTTTCTTCTAAGCCTTCTCC 23
Forward TACTCATTCAACCAATAGCCaT 22
MT-ATP6 wild-type
6. 8993T > C ;ﬂgstrd TACTCATTCAACCAATAGCCAC 22 75pb
Reverse TTAGGTGCATGAGTAGGTGGC 21
Forward TACTCATTCAACCAATAGCCaT 22
MT-ATP6 wild-type
| egsaTs>g | Fonward TACTCATTCAACCAATAGCCaG 22 75pb
Reverse TTAGGTGCATGAGTAGGTGGC 21

In urma experimentelor, a fost stabilitd temperatura optima la care cei din urma se amplifica
(tabelul 9). La etapa verificarii temperaturii de amplificare, au fost realizate circa 100 reactii PCR, fiind
testate cate 10 probe pentru fiecare mutatie, care au fost aplificate in gradient la temperaturile cuprinse

intre 47°C s1 65°C.

Tabelul 9. Temperatura optima de aliniere a primerilor

Nr. d/o Mutatie Temperatura de aliniere
1. MT-TL1 - 3243 A>G 47,2°C
2. MT-ND1 - 13513 G>A 59,4°C;
3. MT-ND1 — 3460 G>A 63,9°C
4. MT-ND4 — 11778 G>A 54,2°C
5. MT-ND6 — 14484 T>C 54,8°C
6. MT-ATP6 — 8993 T>C 60,7°C
7. MT-ATP6 — 8993 T>G 54,1°C

In mod similar, au fost selectate si volumele reactivelor in cadrul reactiei ARMS-PCR si ARMS-
qPCR. Mixul reactiei pentru tehnica ARMS-PCR (25 ul): Buffer Green 10X — 2,5 pul; MgCl, 25mM — 2
ul; ANTP 10mM — 1,5 pl; Primer F (wild-type, mutant), R — 0,7 ul; ADN Dream Taq Polimeraza — 0,2
ul; H20 nuclease free — 15,4 pl; ADN — 2 pl.

De asemenea,au fost selectata conditiile pentru metoda ARMS gPCR. Mixul reactiei (25 pl):
Buffer Dream Taq 10X — 2,5 ul; ANTP 10mM — 1,5 ul; Eva Green 50X — 0,25 ul; Primer F (wild-type,
mutant), R — 0,5 ul; ADN Dream Taq Pol — 0,5 pul; H20 nuclease free — 6,75 ul; ADN (concentratia 5
ng/ pl) — 12,5 ul.

In continuare, a fost efectuati tehnica ARMS-PCR la grupul de studiu si grupul control, pentru
verificarea prezentei celor mai frecvente mutatii (in numar de 7) la nivelul ADN-ului mitocondrial. in
final, au fost efectuate peste 450 de reactii PCR.

In urma efectudrii analizelor, la mutatia MT-TL1 — 3243 A>G, atat la grupul control, cat si la
grupul de studiu, s-a amplificat atat primerul wild-type ce desemneaza lipsa mutatiei, cat si primerul
mutant ce atestd prezenta mutatiei 3243 A>QG. Faptul dat se explicd prin frecventa inaltd cu care acesta
se atesta in cadrul populatiei la nivel global. Mutatia MT-TL1 — 3243 A>G provoaca sindromul

MELAS — Encefalomiopatie mitocondriald, acidozad lactica si episoade asemanatoare accidentelor
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vasculare cerebrale (din eng. Mitochndrial myopathy, Encephalopathy, Lactic acidosis, Stroke-like
episodes).

In cazul mutatiei MT-ND1 — 3460 G>A, in cadrul grupului de studiu au fost identificati 3 pacienti
care prezinti riscul de a fi afectati de mutatia dati. In scopul confirmirii mutatiei si aprecierii
heteroplasmiei a fost efectuata apoi reactia ARMS-qPCR. Mutatia MT-ND1 — 3460 G>A este una din
cele mai frecvente mutatii ce cauzeaza Neuropatia optica ereditara Leber.

Pentru alte doua mutatii ce cauzeaza Neuropatie optica ereditara Leber, MT-ND4 —11778 G>A si
MT-ND6 — 14484 T>C, nu s-a atestat amplificarea primerului ce prezintd secventa cu mutatie in cazul
grupului de studiu format din pacienti cu simptomatologia caracteristica dereglarilor mitocondriale si
nici la grupul de studiu.

Mutatia MT-ND1 — 13513 G>A nu a fost identificatd nici la pacientii din grupul de studiu si nici
la pacientii din grupul control, amplificindu-se doar primerul wild-type la ambele grupuri de cercetare.
Aceastd mutatie a fost asociatd cu sindromul MELAS, sindromul Leigh maternal si cu deficienta
complexului I a lantului respirator mitocondrial.

In cazul mutatiilor MT-ATP6 — 8993 T>C si MT-ATP6 — 8993 T>G nu au fost identificati pacienti
sau persoane din grupul control cu aceste mutatii. Sindroamele clinice asociate cu aceste mutatii sunt
determinate de procentajul de heteroplasmie: un procentaj mai scdzut cauzeaza sindromul NARP
(slabiciune musculara neurogena, ataxie si retinitd pigmentoasd), iar atunci cand este prezent un
procentaj mai mare de molecule ADNmt mutante, se observa sindromul Leigh maternal.

Analiza heteroplasmiei mitocondriale a fost efectuatd prin tehnica ARMS-qPCR doar la pacientii
la care s-a amplificat primerul ce atesta prezenta mutatiei la nivelul ADN-ului mitocondrial.
Heteroplasmia a fost apreciata dupa formula:

Nivelul heteroplasmiei (%) = 1/[1+(1/2)2%1 ] x 100%, unde ACt = Crwild-type — CTmutant.

Valoarea Cr este calculata de catre termociclul utilizat pentru reactia ARMS-qPCR — Applied
Biosystems™ 7500 Real-Time PCR System. Aceasta valoare reprezinta punctul in care fluorescenta
pentru prima datd se fixeaza la un nivel mai inalt fatd de concentratia de ADN, iar pentru a calcula
valoarea matricei, ce s-a utilizat la inceputul reactiei, se foloseste raportul liniar dintre produsul PCR si
intensitatea fluorescentei.

In final, analizei heteroplasmiei ADN-ului mitocondrial a relevat prezenta unui nivel inalt de
heteroplasmie la 5 pacienti cu mutatia 3243 A>G si la 4 pacienti cu mutatia 3460 G>A.

Totalitatea datelor cu referire la diagnosticul maladiilor mitocondriale au fost rezumate prin
elaborarea un algoritm etapizat de diagnostic a celor mai frecvente mutatii la nivelul ADN-ului
mitocondrial. In acest sens, pentru inceput au fost studiate metodele de diagnostic molecular-genetic a
maladiilor mitocondriale ce sunt utilizate deja in afara tarii. Astfel, in urma analizei literaturii de
specialitate, am stabilit cd majoritatea tarilor utilizeaza fie metoda ARMS-qPCR, fie recurg din start la

secventierea ADN-ului mitocondrial. Luand in considerare ca secventierea genei implica cheltuieli
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considerabile, s-a incercat efectuarea pentru inceput a tehnicii ARMS-PCR si ARMS-qPCR, cu
aplicarea unor modificari si adaptarea metodei la necesitatile noastre.

Astfel, pentru inceput se extrage ADN-ul din sange periferic prin metoda SALT-OUT modificata,
apoi se realizeazd metoda ARMS-PCR pentru verificarea prezentei celor mai frecvente mutatii (in
numar de 7) la nivelul ADN-ului mitocondrial, urmata de secventiere doar in cazul in care se amplifica
primerul care desemneaza prezenta mutatiei. Algoritmul este prezentat in figura 3.

Algoritmul de diagnostic creat permite stabilirea intr-o perioadad scurta de timp, dar si cu resurse
financiare putine, prezenta sau absenta celor mai frecvente mutatii la nivelul ADN-ului mitocondrial si
doar apoi efectuarea reactieit ARMS-qPCR 1in scopul determinarii heteroplasmiei mutatiei si obtinerii
unui diagnostic molecular definitiv, care la randul sau, ar asigurd un management medical mai efectiv si
ar permite testarea rudelor ce prezinta riscul dezvoltarii unei maladii similare. Experienta implementarii
in practica a metodei mentionate a confirmat eficacitatea si autenticitatea sa, ceea ce permite realizarea

eficientd a diagnosticului si respectiv, interventia curativa rapida.

Extragerea
ADN-ului
ARMS-PCR

"

Lipsa
amplificarii
primerului

Amplificarea
primerului
care

care
desemneaza
mutatia

desemneaza
mutatia

ARMS-
gPCR
Aprecierea
heteroplasmiei
Rezultat

Figura 3. Algoritmul diagnosticarii celor mai frecvente mutatii la nivelul
ADN-ului mitocondrial
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A fost analizata literatura de specialitate pe testarea molecular-genetica a intolerantei la gluten
sau boala celiaca, care reprezintd o afectiune cronica a tractului digestiv, declansatd de ingestia de
gluten la persoanele cu predispozitie genetica. Susceptibilitatea fatd de boala celiaca este conferitd de
anumite alele HLA de clasa a 2-a din regiunea HLA-DQ. Astfel, cei mai multi pacienti (90-95%)
prezinta heterodimerul HLA-DQ?2 codificat de alelele DQA1*05 si DQB1*02, in timp ce ~5% prezinta
heterodimerul HLA-DQS8 codificat de alela DQB1*0302. Molecula dimerica DQ2 alcatuitd dintr-un
lant o si un lant B poate fi codificatd de alele DQA1*0501 si DQB1*0201 situate pe acelasi cromozom
(configuratie cis) sau de catre alele DQA1*0505 si DQB1*0202 situate pe cromozomi diferiti
(configuratie trans). Susceptibilitatea fata de boala legata de genotipul HLA-DQ2 este transmisa
autozomal-dominant sau autozomal recesiv in functie de genotipurile HLA predispozante ale parintilor.
Susceptibilitatea fatd de boala legata de genotipul HLA-DQS este transmisd autozomal-dominant. In
tabelul 6 sunt ilustrati primerii pentru intoleranta la gluten.

A fost optimizata metoda de Secventiere Sanger, in baza analizatorului genetic ABI 3500dx, de
detectare a mutatiilor din gena ATP7B la pacientii cu maladia Wilson prin elaborarea unui algoritm ce
prevede cautarea mutatiilor in cateva etape. Algoritmul a fost elaborat pe baza rezultatelor unui proiect
bilateral cu Germania, in care a fost secventiata gena ATP7B la 40 de pacienti cu maladia Wilson, fiind
stabilitd frecventa mutatiilor iIn gena ATP7B in Republica Moldova. Deci se secventiazd mai intai
exonii cu frecventa crescutda a mutatiilor (4, 8, 12, 13, 14, 15, 17, 20), apoi alte grupuri de exoni (3, 10,
16,18, 19)si(1,2,5,6,7,9, 11, 21).

In aceastd perioada au fost secventiate 31 fragmente ADN de la diferiti pacienti cu maladia
Wilson. Drept urmare au fost identificate variantele genetice: p.H1069Q (exonul 14 la 1 pacient),
p.V1140A (exonul 16 la 2 pacienti), p.T991T si p.L1015L (exonul 13). in total au fost efectuate 36
analize PCR pentru precautarea mutatiilor in gena ATP7B.

In vederea studierii la nivel molecular a genei MECP2 la pacientii cu sindromul Rett a fost preciutate

temperaturile optimale pentru primerii procurati (tab.10).

Tabelul 10. Temperatura optimala a primerilor pentru gene MECP2

Primer Tm optimala
MECP2 E1 ND
MECP2 E2 +61°C
MECP2 E3 +58°C
MECP2 E4a +58°C
MECP2 E4b +63°C

Primerii noi elaborati permit analiza regiunii codificatoare (Exoni) in baza secventierii ADN, ceea ce
ajutd la identificarea variantelor genetice patologice care au dus la instaurea unui fenotip anormal la

pacientii cu sindromul Rett.
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Adaugiator a fost secventiati 10 pacienti cu sindromul Rett, fiind identificate 2 mutatii missense
p.T170M, p.P334L, 2 mutatii nonsense p.R282X si p.R306X si 2 deletii la un pacient de 30pb (677-
707del AAGGGGCGCAGCAGCAGCGCCTCCTCACCCCO) si 45pb (778-823del
CCTGCCCCCACCTCCACCTGAGCCCGAGAGCTCCGAGGAC) in exonul 4 din gena MECP?2 .

Prezenta acestor deletii a fost confirmata prin electroforeza in gel de poliacrilamidd a ampliconului
din exonul 4. In literatura de specialitate nu fost identificatd descrirea acestei mutatii ceea ce denoti cd
aceste mutatii pot fi,,de novo”.

Conform datelor din literaratura sindromul Rett in aproximativ 90% este cauzatat de mutatii in
gena MECP2, iar in cadrul genei regiunea unde se intilnesc cele mai multe mutatii este exonul 4.
Aceste date accentueaza necesitatea analizei exonului 4 a genei MECP2 la pacientii cu sindromul Rett.
Seturile cu combinatiile de Primeri au fost utilizate pentru secventierea ADN si stabilirea
diagnosticului.
Cu ajutorul spectrofotometrului a fost masuratd concentratia ADN la 96 de pacienti, pana acum,
au fost studiate prin metoda Real Time PCR 60 de ADN-uri, dintre care:
a. 30 ADN reprezentand 15 cupluri din populatia sanatoasa.
b. 30 ADN reprezentand 10 familii cu copii afectati de SMA sau suspecti (parinti si copil).

Astfel, a fost stabilit urmatorul algoritm de lucru:

Extractia ADN-ului

Prin metoda SALT-OUT

A 4

Masurarea concentratiei ADN-ului
Prin spectrofotometrie

A 4

Alegerea concentratiei optime
20 ng/nl

Determinarea continutului pentru qPCR mix

Agentul de intercalare EVA Green ADN Polimeraza Dream Taq

control ntern (exon 12, gena albuminei ALB).

h 4

Design-ul programului de amplificare
Aparat al Aplied Biosistem, 7500. Programa : AACt +Melt Curve

Analiza rezultatelor

Se studiaza curbele de amplificare si indicii Ct-urilor
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In timpul reactiei PCR, conditiile initiale au fost optimizate. Initial, preparatul SYBRGreen
MasterMix a fost utilizat ca reactiv, dar datoritd amplificarii slabe a fost inlocuit cu o solutie preparata
propriu cu SYBRGreen, dar acest intercalator a prezentat amplificare nespecificad. Prin urmare, s-a
decis utilizarea colorantului EVAGreen, inhiband reactia intr-o masura mai mica si prezentand rezultate
mai specifice. EvaGreen nu inhiba activitatea polimerazei si poate fi utilizatd in concentratii suficient
de mari astfel incat sa poata satura siturile dublu-catenare de intercalare care apar odatd cu acumularea
produsilor PCR. In acest caz, saturarea siturilor de intercalare elimind posibilitatea ca o moleculd de
fluorocrom sa fie redistribuitd din regiuni care au devenit monocatenare in cele care sunt inca dublu-
catenare, problema intalnita la sistemele care utilizeazd SYBR Green I.

in locul ADN polimerazei HS Tagq, a fost utilizati ADN polimeraza DreamTagq, timpul sau de
incubare fiind de numai 3 minute, spre deosebire de polimeraza Taq cu o perioada de incubare de 10

minute, iar polimeraza DreamTaq a fost mai rezistentd la inhibitie.

Amplification Plot

2,250,000

2,000,000

1,750,000

zal-nnu--mnxz:nuu::n

Cycle
nTc [lALB12 [l SMN1 7 norma i

Figura 4. Graficul amplificarii utilizand fluorocromul EVAGreen ADN-polimeraza DreamTag. Se
observa graficul de amplificare cu forma corespunzétoare “S”, acumularea de ampliconi in esantioane
are loc uniform.

Pentru a efectua PCR, pentru fiecare proba de ADN s-au facut 3 probe: 2 replicate pentru gena

investigata si 1 pentru standardul extern (gena albuminei ALB, exon 12).
- Concentratia ADN 20 ng/pl

- Conditiile optime alese pentru mix de reactie pentru o proba:

Tabel 11. Tabel cu componentele, concentratiile acestora si volumul necesare pentru 1 reactie qPCR.

Reagenti Volum final

Bufer pentru PCR (NH4)2SO4 [10X]KCI 1.25ul

MgClz, [25mM] [ 3l

mix dNTP, [25mM] 025 pl

Solutie primeri F+R [ 25mM] 0.8 ul

Dream Taq polimeraza, (rezistent la inhibitie) [S00 u\ml] 0.2 ul

EVA Green [50x] 0.5 ul

H0 9oul

ADN [20 ng\ ] 10 pl

Volum total 25 ul
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In Figura 5, A este reprezentat graficul amplificarii exonului 12, ALB pentru ADN-urile din

grupul control, iar in figura 5, B reprezentat graficul amplificarii exonului 12, ALB pentru ADN-urile

din grupul familiilor cu copii cu SMA si suspecti.

Astfel, se observa validarea amplificarii standartului extern pentru toate ADN-urile implicate in studiu.

Temperatura de amplificare pentru exonul 12 al ALB este Tm=76°C.

Fig 5, A
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Fig 5,3{4

e Din 10 ADN ale cuplurilor au fost identificate 3 ADN-uri cu statut heterozigot (Fig 6, A), iar 7 au

statut Norma pentru exon 7 gena SMN1(Fig 6, B).

Derivative Reporter (-Rn)

Fig 6, A
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e Graficul din Figura 7, A reprezinta curbele de amplificare pentru 30 ADN ale familiilor cu copii

afectati de SMA sau suspecti. Astfel au fost identificate 9 ADN cu statut heterozigot (Fig. 8, A) si
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7 ADN cu deletia exonului (Fig. 8, B), 12 au statut Norma pentru exon 7 gena SMN1(Fig. 7, B),
iar pentru 2 ADN-uri reactia nu a vut loc.
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Graficul din Figura 8, A prezinta 2 picuri pentru fiecare proba care reflecta temperature ale alinierii
primerilor: Tm1 = 72°C si Tm2 = 80°C. Aceasta indici prezenta a douid secvente diferite ale genei
SMNI1 in esantioane. Al doilea varf reflecta o alela sandtoasd a genei cu un punct de topire de 80° C iar
primul varf indicd o aleld mutanti cu o deletie a exonului 7 cu Tm1=72°C. Graficul din Figura 8, B

reprezinti un varf indicAnd Tm = 72°C care indici deletia exonului 7 in ambele alele ale SMN1.
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A fost implimentat algoritm de elaborarea metodei HRM pentru genotiparea trombofiliilor.
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Calcularea temperaturilor
de annealing a primerilor
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(Calcularea rezultatelor 1

Au fost determinate temperaturi de annealing a primerilor, necesare pentru metoda HRM pentru
polimorfisme F2 G20210A, F5 Leiden (rs6025), F5 A4070G, F13A1 G103T, PAI-1 (SERPINE1)
4G/5G. Pentru F5 Leiden au fost determinate intervalurile de temperaturi de topire, care corespund
diferitor genotipuri si “zonelor gri”. Ca colorant intercalator a fost utilizat coloran cianinic din generatia
a treia, EvaGreen, care este usor solubil in solutii apoase si are efect inhibitor asupra reactiei

polimerazice in lant mai mic, decat SYBR Green, utilizat precedent.

Au fost determinate cai de perfectionarea ulterioara a acestor test-sisteme, printre care sunt:
adaugarea in amestecul reactant colorantului ROX, care va servi referinta pasivd si perfectionarea
secventilor primerilor prin modelarea in silico cu utilizarea programei IDT Oligo Analyzer pentru
determinarea precisa a temperaturii de topire a primerilor in conditii de reactie propuse (Fig. 9) si NCBI
BLAST pentru testarea specificacitatii primerilor. Sisteme pentru genotiparea genelor, implicate in

dezvoltarea trombofiliilor ereditare prin utilizarea metodei HRM vor fi brevetate.
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Fig. 9. Rezultatele calcularii a temperaturilor de topire si altor caracteristicelor a primerilor

Metoda HRM este destul de simpla, rapida si nu consumd multi reagenti. Ulterior este

planificata elaborarea unui test de testare a sistemului pentru genotiparea prin metoda HRM pentru

mutatii in genele ciclului folat-metioninic si multe altele.
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Fig. 10. Aparenta curbelor diferentiale de topire a ampliconului (F5 Leiden — rs 6025) homozigot dupa

alel normal, heterozigot si homozigot dupa alel mutant (stinga la dreapta) cu temperaturile de topire

77,82; 75,73 si 76,98 de grade Celsius corespunzator.
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Fig. 11. Lista variantelor a panelelor elaborate in program on-line lon Ampliseq Designer.

Cu ajutorul instrumentului on-line lon Ampliseq Designer, creat de TermoFisher, au fost
elaborate cateva variante de paneluri penru secventierea tintita prin metoda NGS pentru boli
neuromusculare si metabolice (Fig. 11). Variante finale a acestor paneluri, fiecare dintre care contine 50
de gene tinta au fost comandate de la TermoFisher. Au fost analizate caracteristicile tehnice si
consumabilele utilizate cu calcularea pretului in cazul efectudrii unei investigatii NGS Ion Torrent
pentru un panel (50 gene) pentru un pacient — 33.200 MDL, datorita faptului ca sistema IonTorrent
PGM este foarte inchisd (reagentii sunt produse numai de TermoFisher) si din acest fapt, pretul
reagentilor este destul de Tnalt. De asemenea, platforma IonTorrent are probleme cu secventierea
homopolimerilor, ceea ce limitd aplicabilitatea ei.. Acest pret este considerat foarte mare pentru a putea
adauga acest serviciu in lista serviciilor asigurate de CNAM. Ne propunem utilizarea sistemelor pe baza
platformei [llumina, care este mai deschisa (si ca consecinta, panelurile si reagentii pentru I[llumina sunt
mai ieftini) si nu are probleme cu secventierea homopolimerilor. Propunem procurarea secventiatorului
[llumina iSeqg-100, care costad circa 20000 de euro si poate fi aplicat la secventierea tintita (paneluri
genetice), secventierea transcriptomului, identificarea umand s.a.. O alta alternativa este secventiator
MGI DNBSEQ E, care poseda caracteristici si posibilitati asemanatoare cu Illumina iSeq-100.

Dorim sd accentuam atentia pe fapt ca in panelul nostru sunt numai 50 de gene iar pretul
investigarii este 33200 de lei, dar in laboratoarele private comerciale, ca exemplu in Genomed, Rusia
paneluri includ mai mult de 400 de gene si investigatia cu aceste panele costa vreo 9000 de lei.

A fost testata sistema pentru determinarea mutatiilor in gena DMD, bazata pe metoda QF PCR,
care permite determinarea nu numai deletiilor exonilor, dar si duplicatiilor sau deletiilor in secventa

codificatoare mai mici, decat un exon. Sistema aceasta este mai simpld, decat cea bazata pe MLPA si
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contine numai doi pasi: amplificarea si foreza capilard. Sistema va fi perfectionata prin largirea
spectrului exonilor testate si cresterea specificacitatii primerilor utilizate.

Aceasta sistema este mai simpla, ieftin & si consuma mai putin reagenti decat metoda MLPA si
este mai rapida decat reactia MPCR cu electroforeza in gel de poliacrilamida.

Au fost efectuate secventieri prin metoda Sanger a exonilor 14 si 46 a genei LAMAZ2. Ca rezultat,
putem conclude ca este necesara elaborarea primerilor mai specifici pentru locusurile acestea.

Au fost elaborate primeri pentru polimorfisme in genele FGFR2, COL6A2, COL6A3, GAA,
RYR1, SSR4, TPM2, FOXP3, ATXN2, CACNA1A, EIF2AK4 care au fost gésite la pacienti prin
secventierea NGS sau la care pacienti sunt suspecti.

3. Cele mai relevante realizari obtinute in cadrul proiectului.

In cadrul Proiectului, a fost creat parteneriatul national in domeniul geneticii moleculare intre
LGMU IMSP IMC si LIG IMSP 10, care a permis realizarea obiectivelor cu utilizarea echipamentului
din cadrul Institutului Oncologic si reactivele IMSP IMC. Au fost eficientizate metode de diagnostic al
maladiilor mitocondriale, neuroereditare si metabolice prin QPCR, QF-PCR, secventierea Sanger. Au
fost elaborate si procurate 2 panele de diagnostic a maladiilor neuromusculare si metabolice prin
secventierea de noua generatie (NGS). A fost calculat pretul in cazul efectudrii unei investigatii NGS

lon Torrent pentru un panel pentru un pacient — 33.200 MDL.

4. Participarea in programe si proiecte internationale (ORIZONT 2020, COST...),
inclusiv propunerile inaintate/proiecte castigate 1in cadrul concursurilor
nationale/internationale cu tangenta la tematica proiectului.

A fost elaborat draftul pentru propunerea de proiect H2020, ”Marie Sklodowska-Curie Innovative
Training Networks” (H2020-MSCA-1TN-2019), data limita pentru aplicare — 15 lanuarie 2019.
Propunerea prevede antrenarea tinerilor cerecetatori in domeniul Erorilor Inniscute de Metabolism, in
special Dereglarilor Congenitale de Glicozilare (CDG) prin traininguri si schimb de experientd in tarile

implicate in consortium (Olanda si Romania).

5. Colaborari stiintifice internationale/nationale.

Pe parcursul perioadei raportate in cadrul colaborarii stiintifice nationale au fost efectuate

e 6 sedinte in cadrul IMSP 1O, Laboratorul Imunogenetic pentru insusorea metodei NGS.

e Participare la conferinta Stiintifica a Studentilor si Masteranzilor cu participare internationala
,»Viitorul ne apartine”, editia a VIII-a, 25 aprilie 2018 p.39. Universitatea de Stat ,,Dimitrie
Cantemir”.

In cadrul colaborarii stiintifice internationale cu grupul de cercetare in genetici mediacali a

Universitatii de Medicina si Farmacie ,,Victor Babes” am participat la al V-lea Congres de Genetica
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Medicala cu participare internationala din Gura Humorului, (26-28 septembrie 2018) si Timisoara
(2019) cu prezentari orale. Pe parcursul congresului am participat la Cursul practic de genetica clinica
,,Semne evocatoare in genetica clinicd” Gura Humorului, Romania, 24-25 septembrie 2018.

In 2019 au fost stbilita colaboriri stiintifice cu:

- Dr. Mihaela Stoican (Bucuresti, Romania) cu privire la tratamentul pentru Distrofia Musculara
Duchenne — Ataluren (pentru mutatii punctiforme ce provoaca MDD, identificate prin NGS).

- Dr. Volodymyr Vysotskyi, Centrul educational si cercetare: Ucrainian Family Medicine Training
Center, Universitatea de Medicind Bogomolets, Kiev, Ucraina cu privire la cercetare comuna in
domeniul maladiilor multifactoriale in viitor intre Ucraina si Moldova.

- Prof. Limborskaya Svetlana, Institutul de Geneticdi Moleculard, Moscova Rusia cu privire la

cercetari molecular-genetice ulterioare.

- profesorul Borut Peterlin, directorul Institutului Clinic de Genetica Mediala din Ljubljana, cu
privire la cercetari molecular-genetice ulterioare.
- profesorul Daniel Petrovic de la Universitatea Ljubljana, cu privire la cercetdri molecular-
genetice ulterioare.
- profesorul lIoana Mozos de la Universitatea de Medicind si Farmacie Victor Babes din
Timisoara, cu privire la cercetari molecular-genetice ulterioare.
In cadrul deplasirilor efectuate au fost evidentiate urmitoarele concluzii:

Toatd activitatea stiintifica si clinico-practicd care a fost prezentatd la congresul stiintific
international ” I'enetnka XXI Beka” in perioada 24-28.05.2019 a oferit posibilitatea de a realiza care
este directia tarilor din CSI a Federatiei Ruse in ceea ce priveste domeniul ocrotirii sanatatii si geneticii
umane, si anume studiul unor intrebdri actuale in toatd lumea. Fiecare stat este concentrat spre
dezvoltarea geneticii umane, abordarea si tratamentul individualizat a maladiilor genetice la nivel cu
cerintele practice, deasemenea se pune accentul pe screeningul prenatal si neonatal al maladiilor cu
incidenta ridicata pentru fiecare populatie, modelarea, la nivel de studii, a diferitor procese mutationale
spre perceperea formarii si totodata reglarii a acelor activitati vitale implicate in redactare genomica,
oncogenetica, tratament individualizat, terapii genice si studii prenatale.

In mod similar, s-a pus accentul pe abordarea maladiilor rare, orfane si retelele europene de
referinta implicate in studiul acestora impreuna cu rolul colaborarii internationale.

Aspectul bioetic al abordarii terapiilor genice, al implicarii pacientilor in diferite studii si
informarea acestora cu rezultatele obtinute a reprezentat un punct forte in cadrul congresului, fiind
prezentate protocoale aditionale la Conventia Drepturilor Umane Biomedicind, privind Testarea
Geneticd in Scopuri de Sanatate.

In urma participarii, s-a cocluzionat necesitatea fortificarii geneticii de laborator, prin dezvoltarea

metodelor de diagnostic cum ar fi NGS, CGH array, FISH, largirea spectrului mutational prin
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abordarea diagnosticului din punct de vedere a principiilor “O gena - diferite moduri de transmitere”,
si/sau “O gena-diferite fenotipuri” si “O maladie-mai multe gene implicate”, utilizarea softurilor
predictive (de exemplu CLINIFACE) si de analiza statistica, ceea ce se reflecta in prezentul proiect.

De asemenea fortificarea geneticii medicale prin dezvoltarea colaborarii internationale, cu
abordarea terapiilor si standardelor de ingrijire internationale si utilizarea nemijlocitd a principiilor
etice.

S-a mai efectuat o altd deplasare in orasul Bertinoro, Italia, in perioada 27.04-05.05.2019 in
scopul participarii la cursul organizat de societate Europeand de geneticd umana ,,Clinical Genomics
and NGS”.

In cadrul cursului au fost audiate o serie de prezentirii si workshopuri specializate care aveau ca
scop instruirea tinerilor specialisti in domeniul geneticii medicale si in special in utilizarea tehnicii
NGS in diagnosticul patologiilor ereditare si cancerului.

Prezentarile accentuau necesitatea utilizarii tehnicii NGS ca prima linie de diagnostic a
patologiilor ereditare si in special se recomanda analiza triple adicd probandului, mamei si tatalui.
Tripla analiza permite identificare varintelor de novo depistate la proband in conformitate cu statistica
varsteil Tnaintate a tatalui. La momentul actual trendul de baza in diagnosticul molecular genetic il
detine secventierea intregului exom, care conform datelor din Centrul Medical Universitar Radbound
Nijmegen are acelasi pret ca 3 secventiere dupa metoda lui Sanger. Dar dacad costul unei analize de
scventiere va continua sd scada, treptat, comunitatea stiintificd va Incepe utilizarea pe scara larga a
secventierii intregului genom care la randul sdu va eficientiza diagnosticul prin posibilitatea de a
cerceta partea necodanta a genomului uman.

In plus a fost discutat despre cerintele minimale pentru diagnosticul molecular genetic a bolilor
ereditare bazat pe tehnica NGS cum ar fi acoperirea inaltd de 95-99%, numarul mai mare de read-uri
(pentru Exome — 80X, genome — 50X). Din cauza read-urilor scurte exonul 1 de obicei este secventiat
mai rau fiindca regiunea acesta este bogata in sevente GC. Utilizarea unor read-uri mai mare va ajuta la
eliminarea acestor dificultati.

O mare parte din workshop-uri au fost axate pe analiza datelor primite de la NGS si interpretarea
rezultatelor. In cadrul acestor workshop-uri a fost posibila analizarea datelor obtinute de la secventierea
intregului exom, identificarea mutatiilor patologice din 130 de mii de viariante genetice identificate la
acel pacient. In acest scop, participantii au fost familiarizati cu bazele de date ExaC, GnomAD,
Decipher etc si cu instrumentele de predictie a patogenitatii ca Sift si PolyPhen.

Astfel, daca pana la momentul actual In comunitatea stiintificad se utiliza secventierea de noua
generatie (NGS) pentru stabilirea secventei codificatoare a genomului (Whole Exome Sequence) acum
tot mai mult apar lucrari bazate pe secventierea intregului genom (Whole Genome Sequence). Aceasta

este cauzata de cresterea eficientei identificarii mutatiilor, pretului scazut a analizei, cit si de accesul la

27



cercetarea regiunii necodificatoare (98% din genom) care raspunde de elementele reglatoare a
genomului si care nu sunt inca cunoscute pana la capat.

Pentru analiza volumului enorm de date generate de NGS sunt dezvoltate diferite programe si
baze de date cum ar fi: NCBI, Ensemble, UCSC Genome Browser, IGV, ANNOVAR.

In scopul implementirii noilor metode care sunt utilizate in unitatile stiintifice internationale este
necesar procurare echipamentului modern (secventiator de noua generatie), largirea numarului de
lucratori ai laboratorului care vor fi responsabili de utilizarea echipamentului procurat cat si de analiza
volumui enorm de date obtinute In urma secventierii de noud generatie. Aceste lucrari vor spori
numarul patologii ereditare diagnosticate la nivel molecular genetic. De asemenea, este importanta
reanalizarea rezultelor secventieii NGS efectuate in alte laboratoare (private sau stiintifice) in vederea
perfectionarii si mentinerii competentelor de interpretare a datelor colaboratorilor din domeniul
molecular genetic.

A mai fost efectuatd o deplasare in orasul Praga, Republica Ceha in perioada 06-10 noiembrie
2019 in scopul participarii la Conferinta Internationald ,,Modern molecular-biochemical merkers in
clinical and experimental medicine”, organizatd de European Scientific Center ,Biomarkers”
(ESCBM). La conferintd au participat trei participanti din cadrul proiectului: dr., conf. cercet. Sacara
Victoria, Dorif Alexandr si drd. Turcan Doina. Conferinta a intrunit cele mai recente descoperiri din
domeniul geneticii umane, atat fundamentale, cat si aplicative. In cadrul conferintei au fost prezentate
doua rapoarte orale cu tematica: ,,Clinical and molecular characteristics of 3 moldavian children with
Wiskott-Aldrich syndrome”, autori —Turcan D., Andries L., Dorif A., Sacara V., precum si: ,,Utilization
of TREC and KREC quantification for immune deficiencies research in Moldova”, autori — Dorif A.,
Andries L., Sacara V., Filipenco M.

De asemenea, pe durata conferintei a fost organizat un training cu tema: ,,Algorithms and
standards of the biological markers use in the modern medical-biological studies”, care a fost constituit
din 3 module si a intrunit 1n total 85 ore:

1. Genomic medicine. Next-generation sequencing. Ethical challenges in genomic medicine.

2. Modern molecular genetic and epigenetic markers (SNPs) in theoretical and clinical medicine
(modern biological markers in cardiology, neurology, internal diseases).

3. Modern requirements to the mathematical analysis of the results of medical and biological
researches.

Rezumatele rapoartelor au fost publicate in Jurnalul stiintific de specialitate oficial al Republicii
Cehe (numar de inregistrare MK CR E 22955) ,,Markeri biologici in medicina fundamentala si clinica”,
ISSN 2570-5911. Conferinta a fost alcatuitd din 4 sesiuni plenare si 3 master classes pe tematica
training-ului.

In cadrul sesiunilor plenare, am audiat diverse prezentiri pe tematica modificarilor epigenetice,

merkeri biologici In inflamatie, implicarea micro ARN 1in tulburarile cardiace, biomarkeri in dereglari
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neurodegenerative si autoimune, markeri biologici in medicina clinica si teoretica s.a. Scopul principal
al acestor sesiuni a fost reflectarea si compararea datelor obtinute cu alti cercetdtori in domeniu,
dicutand rezultatele, noile ipoteze si concepte.

Conferinta a fost realizata la cel mai inalt nivel si a fost deosebit de utila, atat din punct de vedere
a cunostintelor capatate, cat si din punct de vedere a faptului cd am interactionat cu un numar mare de
cercetatori din diferite tari ale Europei, fapt ce ne-a permis si ne impartdsim experienta si opiniile. In
cadrul training-ului ,,Algorithms and standards of the biological markers use in the modern medical-
biological studies” am fost familiarizati cu cei mai importanti biomarkeri biochimici si molecular-
genetici utilizati in cardiologie, imunologie, neurologie, boli interne s.a. in mod similar, am participat la
discutia cu privire la provocarile etice In medicina genomica si cerintele contemporane pentru analiza
matematica a rezultatelor cercetdrilor medicale si biologice. De asemenea, un moment important al
training-ului a fost dedicat secventierii de noua generatie, in care au fost discutate cele mai noi abordari
si provocari cu care cercetatorii se intalnesc la utilizarea NGS. Pe langad cele mentionate s-au discutat
instrumentele moderne de secventiere a ADN-ului si politica diverselor state ale Europei, inclusiv a
unor tari CSI cu privire la tehnicile de secventiere si a provocarilor de ordin financiar cu care se
confruntd populatia vizavi de preturile legate de achizitionarea aparatajului si reactivelor utilizate
pentru secventierea de noua generatie.

Pe durata conferintei, am facut cunostintd cu personalitati remarcabile din domeniul geneticii
moleculare, precum profesorul Borut Peterlin, directorul Institutului Clinic de Genetica Mediala din
Ljubljana, profesorul Daniel Petrovic de la Universitatea Ljubljana, profesorul loana Mozos de la
Universitatea de Medicina si Farmacie Victor Babes din Timisoara, iar in viitor se propune realizarea
unor parteneriate in scopul credrii unor proiecte bilateral pentru realizarea unui schimb fructuos de
experiente si dezvoltarea geneticii umane in Republica Moldova. De asemenea, se propune elaborarea
si implementarea 1n practica a metodelor de analizd a microARN-ului, deoarece ultimele studii continua
sa demonstreze faptul cd acesta joaca un rol crucial in reglarea expresiei genelor, controland diverse cai
celulare si metabolice, find astfel implicat in diverse patologii genetice si in dezvoltarea proceselor

canceroase.

6. Vizite ale cercetatorilor stiintifici din strainatate.

e Dr. Mihaela Stoican (Bucuresti, Romania) cu privire la tratamentul pentru Distrofia Musculara
Duchenne — Ataluren (pentru mutatii punctiforme ce provoaca MDD, identificate prin NGS),
18 Octombrie 2019.

e Dr. Filipenco M. (Novosibirsk, Rusia). Training cu privire la analiza molecular genetica prin
tehnica HRM (High Resolution Melting), Aprilie 2019.

e In perioada 16-18 mai 2018, s-a realizat vizita echipei romane la Chisinau. Echipa a fost

formata din 4 membri: Prof. Marius Raica — Rector; Prof. Maria Puiu — sef Centrul de
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Medicina Genomica; Dr. Nicoleta Andreescu - colaborator Centrul de Medicind Genomica;

Dr. Simona Farcas — colaborator Centrul de Medicind Genomica.

7. Teze de doctorat/postdoctorat sustinute pe parcursul realizarii proiectului.

18 octombrie 2019 a fost sustinutd teza de doctor habilitat in Stiinte biologice, Specialitatea
genetica omului si animalelor 162.02 de cétre dr. Sacard Victoria. Au fost obtinute date noi despre
particularitatile molecular-genetice ale DMD/B, SMA si NSME 1A, pe un esantion de pacienti din
Republica Moldova. A fost argumentat sistemul de prognozare a gravitatii decurgerii bolii la copiii cu
DMD/B/B, bazat pe analiza impactului deletiilor din gena DMD, a variantelor polimorfe a genelor
ciclului folat-metioninic (CFM) si a sintazei oxidului nitric in dezvoltarea bolii. Au fost stabilite tipurile
si puterea de interactiune a patternului genelor polimorfe ale ciclurilor folat (MTHFR) si metioninic
(MTR, MTRR) si a genei eNOS in DMD/B, precum si rolul lor in formarea componentelor genetice
(modificatoare), concomitent cu mutatiile din gena distrofinei in progresarea procesului patologic,

acestea fiind un criteriu de gravitatea procesului miopatic.

8. Manifestari stiintifice organizate la nivel national/international.

In anii 2018 si 2019 in data de 28 Februarie, am organizat Conferinta nationala ,,Ziua Bolilor
Rare”, IMSP Institutul Mamei si Copilului, or. Chisindu cand aceasta se marcheaza la nivel
international. La eveniment au particicpat medici si rezidenti, s-a organizat un flash-mob in sustinerca

cercetarilor  bolilor rare.  Evenimentul a fost inregistrat pe site-ul EURORDIS

http://www.rarediseaseday.org/event/moldova-republic-0f/2017 si diseminat pe portalurile de stiri
autohtone. Organizatori: Hlistun Victoria, Coliban Iulia, Boiciuc Chiril, Turcan Doina, Dorif Alexandr,

Blanita Daniela, Usurelu Natalia, Sacara Victoria;

Q. Aprecierea activitatii stiintifice promovate la executarea proiectului (premii,

medalii, diplome etc.).

Nu sunt

10. Rezumatul raportului cu evidentierea rezultatului, impactului,

implementarilor, recomandarilor.

In cadrul proiectului a fost creat parteneriatul national in domeniul geneticii moleculare intre
LGMU IMSP IMC si LIG IMSP 10, care a permis realizarea obiectivelor cu utilizarea echipamentului
existent in Laboratorul Imunogenetic din cadrul Institutului Oncologic si reactivele procurate de catre
Lab. De Genetica Moleculara Umana al IMSP IMC. Au fost eficientizate metodele de diagnostic al
maladiilor mitocondriale (ARMS-PCR), neuromusculare (MDD prin QF-PCR, SMA prin QPCR) si
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metabolice, (secventiere Sanger). Au fost elaborate si procurate 2 panele (ce contin 50 de gene) pentru
diagnosticul maladiilor neuromusculare si metabolice prin secventierea de noua generatie (NGS). Acest
tip de diagnostic molecular genetic prin elaborarea panelurilor de secventiere de tip NGS eficientizeaza
stabilirea diagnosticului corect si dezvoltarea medicinei de precizie. Au fost analizate caracteristicile
tehnice si consumabilele utilizate cu calcularea pretului in cazul efectudrii unei investigatii NGS Ion
Torrent pentru un panel (50 gene) pentru un pacient — 33.200 MDL. Acest pret este considerat foarte

mare pentru a putea fi adaugat ca serviciu in lista serviciilor asigurate de CNAM.

In aceasti perioadi au fost elaborati primeri specifici pentru identificarea mutatiilor in gene selectate
pentru cercetare care pot fi supusi procesului de brevetare.

Algoritmele de diagnostic care au fost elaborate in studiu permit cresterea eficacitatii
diagnosticului molecular genetic. Largirea spectrului tehnicilor si metodelor noi de genetica-genomica:
secventiere de noud generatie (NGS) si secventierea Sanger, analize qPCR, bioinformatica permite
acces tuturor cetatenilor Republicii Moldova spre medicina contemporand, prin accentuarea conceptului
medicinei de precizie bazatd pe 4P (preventivda, predictiva, personalizatd si participativd) cu
eficientizarea planificdrii familiale, predictia aparifiei maladiilor ereditare. Au fost perfectionati
specialistii Tn domeniul metodelor si tehnologiilor inovationale genetic-moleculare, utilizate in studiul
medicinei de precizie, in cadrul diverselor conferinte, congrese internationale, forumuri stiintifice. In
anii 2018 si 2019 in data de 28 Februarie, am organizat Conferinta nationala ,,Ziua Bolilor Rare”, IMSP
Institutul Mamei si Copilului, or. Chisindu cand aceasta se marcheazi la nivel international. La
eveniment au particicpat medici si rezidenti, s-a organizat un flash-mob in sustinerea cercetarilor bolilor
rare. Evenimentul a fost inregistrat pe site-ul EURORDIS

http://www.rarediseaseday.org/event/moldova-republic-0f/2017 si diseminat pe portalurile de stiri

autohtone. Deasemenea prin rapoartele colaboratorilor din proiect au fost diseminata informatii privind
abordarea practicii medicale prin implicarea geneticii-moleculare.
Colaboratorii au participat la organizarea unei conferinte nationale pe Boli Rare, au participat la 8
evenimente internationale cu prezentari orale si de postere. In total au fost 10 prezentiri orale la
conferinte nationale si 8 prezentari orale la conferinte internationale

Au fost aprobate materialele a 2 teze de doctorat la Comisia de Etica si au fost inmatriculati Incd 3

doctoranzi in Scoala Medicald Doctorala.
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Acest proiect sta la baza formarii unei viziuni contemporane a medicilor practicieni asupra cauzelor si

procesul evolutiv al maladiilor. Recomandari:

e se propune de a fi procurat un alt aparat, de exemplu Illumina versiunea I1seq100 pentru tehnica de

secventiere NGS deoarece utilizarea aparatului si reagentilor pentru tehnica lon Torrent este foarte

scump 1n procesul utilizarii.

e diagnosticul prin panel de secventiere prin NGS ar trebui sa fie propusa pentru a fi asigurata catre
CNAM.

11. Concluzii.

1.

Au fost organizate cu succes sedintele de catre membrii echipei participanti ai proiectului din
cadrul IMSP Institutul Mamei si Copilului si IMSP Institutul Oncologic, care au avut ca scop

asigurarea implicdrii partenerilor, motivarea si Incurajarea lor sd lucreze in cooperare.

Au fost implementate noi tehnici molecular-genetice, precum HRM, QPCR, Arm-QPCR, QF-
PCR in diagnosticul maladiilor neuromusculare, mitocondriale si metabolice spre dezvoltarea

medicinei de precizie.

Au fost elaborate si procurate 2 panele de diagnostic a maladiilor neuromusculare si metabolice

prin secventierea de noud generatie lon Torrent.

A fost obtinut accesul pentru utilizarea bazelor de date genomice internationale si aceste baze de

date au fost suplinite cu datele noi autohtone.

Au fost perfectionati specialistii in domeniul metodelor si tehnologiilor inovationale genetic-
moleculare, utilizate n studiul medicinei de precizie, In cadrul diverselor conferinte, congrese

internationale, forumuri stiintifice.

Se propune a colabora cu partenerii din domeniul geneticii din tdrile CSI si Federatia Rusa si
Europa in vederea cresterii capacitatii cercetdtorilor din Republica Moldova in domeniul
geneticii moleculare, citogenetice si medicale.

Pretul investigdrii a 50 de gene pentru un om prin utilizarea platformei lonTorrent PGM este
foarte nalta pentru includerea in CNAM. Pentru uz de rutina trebuie sa fie utilizata sistema mai

ieftind cum ar fi [1lumina sau MGI.
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Anexa nr. 2
LISTA
lucrarilor publicate

Lista publicatiilor se prezintd in ordine alfabetica si va fi structurata separat
— monografii (nationale / internationale),

— manuale/ dictionare/ lucrari didactice (nationale / internationale),
— capitole in monografii si culegeri (nationale / internationale),

— articole din reviste cu factor de impact:

 articole din reviste cu factor de impact mai mare 3

+ articole din reviste cu factor de impact 1,0-2,9
 articole din reviste cu factor de impact 0,1-0,9
+ articole din reviste cu factor de impact 0,01-0,09

— articole din alte reviste editate in strainaitate,
— articole din reviste nationale:
« categoria A,
« categoria B,
« categoria C,
— articole din alte reviste nationale
— articole in culegeri (nationale / internationale),
— materiale ale conferintelor (nationale / internationale).
in conformitate cu cerintele ANACEC si standardele nationale.

e Capitole in monografii si culegeri:

SACARA V., USURELU N., PUIU M., FARCAS S., CHIRITA-EMANDI A,
ANDREESCU N., BARBOVA N., EGOROV V., BLANITA D., BOICIUC C., HLISTUN
V., COLIBAN I., DORIF A., TURCAN D. Ghid practic Metode de diagnostic clinic si
laborator in genetica medicala. Editura Baster Media. Chisindu, 2019. 74 p. ISBN 978-
9975-3296-0-6.

PUIU M., FARCAS S., ANDREESCU N., DOBRESCU A., TIUGAN D., TUTAC P,
SACARA V., USURELU N., COLIBAN 1., HLISTUN V., BOICIUC C., DORIF A.,
TURCAN D., BLANIIA D., BARBOVA N., EGOROV V. Abordarea bolilor genetice prin

screening si diagnostic pre- si postnatal. Editura ,,Victor Babes”. Timisoara, 2019. ISBN 978-606-786-
109-9.

e Materiale ale conferentilor :

BLANITA, D., BOICIUC, C., SACARA,V., STAMATI, A., MORAVA, E., LEFEBER,
D., WEVERS, R., USURELU, N. Erori ale metabolismului carbohidratilor: dereglarile

congenitale ale glicozilarii. Scoala Medicala Pediatrica, editia a VI-a, Iasi, 15-17 mai

2018. Volum de rezumate. 10p. ISSN 2393-3453.
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HLISTUN, V., BOICIUC, C., COLIBAN, I., TURCAN, D., BLANITA, D., SACARA,
V. A novel mutation indentified in ATP7B gene by direct sequence of hotspot exons in
Moldovan patients with Wilson disease. European Human Genetics Conference, 2018,
E-P06.16.

DORIF A, ANDRIESH., L., PETROVICI V., SINITINA L., TURCAN D., SACARA V.
Case report of primary immunodeficiency in Moldova. European Human Genetics

Conference, 2018, E-P07.09

BLANITA, D., BOICIUC, C., SACARA,V., STAMATI, A., MORAVA, E., LEFEBER,
D., WEVERS, R., USURELU, N. The variability of clinical manifestations in congenital
disorders of glycosylation. Romanian Journal of Rare Disease. Supplement 1/2018. Pag.
24-25. ISSN 2068-5882.

SACARA Victoria, COLIBAN lulia, TURCAN Doina, EGOROV Vladimir, DUCA
Maria, GROPPA Stanislav. Exon Deletion Pattern in Duchenne/Becker muscular
dystrophy (DMD/B) in Republic of Moldova. Revista Romana de Boli Rare,
Supplement 1/2018. Pag. 33. ISSN 2068-58822018.

TURCAN Doina, ANDRIES Lucia, SCHITCO Olga, SACARA Victoria. Wiskott-
Aldrich Syndrome (WAS): A case report with a splicing mutation in WAS gene. Revista
Romana de Boli Rare, Supplement 1/2018. Pag. 64-65. ISSN 2068-58822018.2018.

COLIBAN lulia, BALAN Veronica, TURCAN Doina, SACARA Victoria. Detection of
deletions or duplications in the moldovan patients with Duchenne/Becker Muscular
Dystrophy and the efficiency of MLPA over Multiplex PCR. Revista Romana de Boli
Rare, Supplement 1/2018. Pag. 88. ISSN 2068-588220182018.

DORIF A., GORDUKOVA M., FILIPENKO M., SACARA V., ANDRIESH L. History
and opportunities of primary immunodeficiencies screening around the world.
Proceedings of 5th Medical Genetics Congress with International Participation, 2018. p.
151-157

DORIF A., ANDRIES L., SACARA V, FILIPENKO M. Utilization of TREC and

KREC quantification for immune deficiencies research in Moldova In Biological
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markers in fundamental and clinical medicine. Collection of abstracts, vol. 3, nr.1, 2019.
p. 20. ISSN 2570-5911.

TURCAN D., ANDRIES L., DORIF A., SACARA V. Clinical and molecular
characteristics of 3 moldavian children with Wiskott-Aldrich Syndrome. in Biological
markers in fundamental and clinical medicine. Collection of abstracts, vol. 3, nr.1, 2019.
p. 108. ISSN 2570-5911.

*data publicérii (anul-luna-data)

** in cazul colectivului de autori, ordinea scrierii numelor acestora respecti originalul publicat.

Conducatorul proiectului Sacara Victoria, dr. hab. st. bio.

(nume, prenume, grad, titlu stiintific) (semnatura)
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Anexanr. 3

Participari la manifestari stiintifice nationale/internationale

Nume, prenume participant, date privind manifestarea stiintifica (denumire, data, loc), titlul comunicarii
sustinute.

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Prezentari orale la conferinte nationale:
Coliban Iulia — ,,Ziua Bolilor Rare”, 28 Februarie 2018, IMSP Institutul Mamei si Copilului, or.
Chisinau” Aspecte clinice si genetic-moleculare ale sindromului Rett”’;
Turcan Doina — ,,Ziua Bolilor Rare”, 28 Februarie 2018, IMSP Institutul Mamei si Copilului, or.
Chiginau ,Implementarea metodei de diagnostic molecular-genetic al sindromului Wiskott-
Aldrich la pacientii din Moldova”;
Boiciuc Chiril — ,,Ziua Bolilor Rare”, 28 Februarie 2018, IMSP Institutul Mamei si Copilului, or.
Chisinau ,,.Dereglari congenitale ale glicozilarii drept cauza in afectiuni multisistemice”;
Usurelu Natalia — ,,Ziua Bolilor Rare”, 28 Februarie 2018, IMSP Institutul Mamei si Copilului,
or. Chisinau” ABC” — ul Erorilor Inniscute de Metabolism”;
Blanita Daniela — ,,Ziua Bolilor Rare”, 28 Februarie 2018, IMSP Institutul Mamei si Copilului,
or. Chisindu”Maladia Gaucher: oportunitdti de diagnostic si tratament”;
Sacara Victoria — ,,Ziua Bolilor Rare”, 28 Februarie 2018, IMSP Institutul Mamei si Copilului,
or. Chisindu”Diagnosticul molecular-genetic al bolilor rare in Moldova”;
Dorif Alexandr — ,,Ziua Bolilor Rare”, 28 Februarie 2018, IMSP Institutul Mamei si Copilului,
or. Chisindu”Screening-ul imunodeficientelor primare prin metoda gPCR (TREC/KREC)”
Usurelu Natalia - Simpozionul organizat de Societatea de Obstetrica si Ginecologie, 23.02.2018.
din Republica Moldova “Recomandarile OMS privind ingrijirea prenatald pentru o sarcind
sanatoasa”, “Rolul acidului folic in dezvoltarea fatului™.
Victoria Sacara — Saptamdanalul Neurogenetica, 30 aprilie — 3 mai 2018, Chisinau, Republica
Moldova: "Investigatiile in suspectia patologiilor ereditare”.
Turcan Doina — Conferinta Stiintifica a Studentilor si Masteranzilor cu participare internationald
,, Viitorul ne apartine”, editia a VIII-a, 25 aprilie 2018 p.39. Universitatea de Stat ,Dimitrie
Cantemir”: ,,Genotype and phenotype correlation of Wiskott-Aldrich Syndrome”.
Boiciuc Chiril Conferinta nationald ,,Ziua Bolilor Rare”, 28 Februarie 2019 IMSP Institutul
Mamei si Copilului, or. Chiginau. — ,,Fenilcetonuria de la screening la precizari genetice”
Coliban Iulia — ,,Ziua Bolilor Rare”, 28 Februarie 2019, IMSP Institutul Mamei si Copilului, or.

Chisinau, R. Moldova “Atrofia Musculara Spinald: Noutati si Perspective”
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15. Sacara Victoria — ,,Ziua Bolilor Rare”, 28 Februarie 2019, IMSP Institutul Mamei si Copilului,

or. Chisinau, “Maladii neuromusculare- parte a bolilor rare”

Prezentari orale la conferinte internationale

1.

Sacara Victoria — congress ,Ienernka XXI Beka”, 26-28 mai 2019 Moscova, Rusia,
»2MeIuKkoreHeTnueckas ciryxoa B p. Mosgosa”

Coliban lulia — V-lea Congres de Genetica Medicala cu participare internationald 25-28
Septembrie 2018, Gura Humorului, Romania ,,Detection of mutations in the Moldovan Patients
with Duchenne/Becker muscular dystrophy and the efficiency of MLPA over Multiplex PCR”;
Blanitd Daniela — V-lea Congres de Geneticd Medicala cu participare internationald 25-28
Septembrie 2018, Gura Humorului, Romania ,,The variability of screening criteria in Congenital
disorders of glycosylation™;

Turcan Doina — V-lea Congres de Genetica Medicald cu participare internationala 25-28
Septembrie 2018, Gura Humorului, Romania ,,Wiskott-Aldrich Syndrome (WAS): A case
report with a splicing mutation in WAS gene”;

Sacara Victoria — V-lea Congres de Geneticd Medicald cu participare internationald 25-28
Septembrie 2018, Gura Humorului, Romania ,,Genetic spectrum of Duchenne and Becker
muscular dystrophy iIn Moldovan patients™.

Usurelu Natalia — Cursul practic de genetica clinica ,,Semne evocatoare n genetica clinica” 24-
25 septembrie 2018, Iasi, ,,Intoduction to inborn errors of metabolism”.

Turcan D., Andries L., Dorif A., Sacara V., - Conferinta Internationala ,,Modern molecular-
biochemical merkers in clinical and experimental medicine”, organizata de European Scientific
Center ,,Biomarkers” (ESCBM), 7-9 noembrie 2019, Praga, Cehia. ,,Clinical and molecular
characteristics of 3 moldavian children with Wiskott-Aldrich syndrome”

Dorif A., Andries L., Sacara V., Filipenco M. — Conferinta Internationald ,,Modern molecular-
biochemical merkers in clinical and experimental medicine”, organizatd de European Scientific
Center ,,Biomarkers” (ESCBM), 7-9 noembrie 2019, Praga, Cehia ,,Utilization of TREC and

KREC quantification for immune deficiencies research in Moldova”.

Conducatorul proiectului Sacara Victoria, dr. hab. st. bio.

(nume, prenume, grad, titlu stiintific) (semnatura)
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