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Introducere
Hemofilia dobândită este caracterizată de o
concentrație redusă de factori de coagulare circulanți.
Spre deosebire de hemofilia clasică, în acest caz se
generează anticorpi anti factorii de coagulare. Această
patologie afectează în principal vârstnicii, iar în
aproape jumătate dintre cazuri există o altă boală care
este responsabilă de declanșarea hemofiliei dobândite,
precum alte boli autoimune: artrita reumatoidă,
scleroza multiplă, lupus, sindrom Sjogren sau colită
ulcerativă. De asemenea, un alt factor declanșator
poate fi inflamația cauzată de infecții, hepatita,
diabetul sau diferite tipuri de cancer (1-3).

Pacienții diagnosticați cu hemofilie dobândită prezintă
simptome similare cu cele ale hemofiliei A – HEM A
(deficiența de FVIII), hemofiliei B - HEM B
(deficiență de Factor IX) sau simptome de boală von
Willenbrand – vWB, având ca principală diferență că
nu este transmisă genetic – fiind boală autoimună.
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Până în prezent, este cunoscut faptul că în hemofilia dobândită se dezvoltă spontan autoanticorpi ce țintesc FVIII și FIX,
rezultând sângerări. Numeroase cazuri de hemofilie dobândită sunt confirmate clinic însă fără a investiga prezența
autoanticorpilor. În toate cazurile de hemofilie dobândită, contextul genetic și transcripțional nu sunt cunoscute, astfel că în
numeroase cazuri nu se cunoaște cauza agravării bolii, putând fi implicate mecanisme de reglare epigenetică, inhibări ale
genelor sau blocări ale proteinelor efectoare în cascada de coagulare a sângelui (5-9).

Noi oportunități de dezvoltare a unor ținte
pentru terapii avansate în hemofilia dobândită
pot fi valorificate prin evaluarea epigenetică a
cazurilor diagnosticate. Scopul studiului este
să determinăm moleculele non-codificatoare
de ARN, precum micro ARN-urile, care
interacționează cu diverse gene codificatoare
de proteine din cascada de coagulare și care
inhibă exprimarea factorilor de coagulare, sau
să evaluăm moleculele mici de ARN care
modulează profilul imunitar, care pot stimula
inflamația și pot inhiba mecanismele anti-
inflamatoare (10-12).

Igor Koturbash et al., microRNAs as pharmacogenomic 

biomarkers for drug efficacy and drug safety assessment. 

Biomarkers in Medicine 2015 9:11, 1153-1176

https://www.labclinics.com/2022/10/24/alternative-to-rna-seq-targeted-rna-expression/?lang=en



Flux de lucru – recoltare și stocare probe
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Probele se anonimizează și se vor utiliza pentru extracțiile de 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 
analizate. Dupa generare cDNA si 
obtinerea catenei 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 in 
RStudio. 
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RNA sequencing

Example for the analysis: https://angus.readthedocs.io/en/2019/diff-ex-and-viz.html
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Denumire Rezultate așteptate

O1A1 Stabilirea grupurilor experimentale În primele două luni ale proiectului se vor stabili 

criteriile de selecție pentru grupurile experimentale. Și 

vor fi organizate activitățile de cercetare și achizițiile 

de reactivi/consumabile.

O1A2 Recoltarea probelor biologice La finalul lunii 6 de proiect, probele biologice vor fi 

colectate și stocate corespunzător pentru extracțiile 

ulterioare.

O1A3 Determinarea cantității de FVIII și FIX Până la finalul lunii 6 de proiect, fiecare probă 

recepționată pentru analiză va avea rezultatul privind 

dozarea factorului FVIII și FIX.

O1A4 Realizarea registrului de probe Pe parcursul celor 6 luni va fi completat un registru de

probe, iar la finalul lunii 6 acesta va fi finalizat.

O2A1 Achiziționarea kiturilor de extracție ADN și 

ARN din plasmă și sânge integral.

Până la colectarea tuturor probelor necesare pentru 

studiu, se vor desfășura procedurile de achiziție, astfel, 

la finalul primelor 6 luni de proiect vor fi achiziționate 

kiturile de extracție necesare.

O2A2 Extracția ADN și ARN din probele biologice La finalul lunii 8 de experiment toate probele de ADN 

și ARN corespunzătoare fiecărui pacient înrolat în 

studiu vor fi extrase, caracterizate și stocate pentru 

determinări suplimentare.

O3A1 Secvențierea ARN La finalul primului an de proiect se estimează 

obținerea datelor brute privind probele biologice 

incluse in experiment.

O3A2 Analiza statistică Rezultatele analizelor statistice și bioinformatice vor 

evidenția molecule comune și distincte cu importanță 

majoră în dezvoltarea bolii, dar și molecule cu 

potențial de marker biologic.

O4A1 Diseminarea rezultatelor Diseminarea rezultatelor se va realiza la conferințe 

naționale și internaționale, sub formă de postere sau 

prezentări orale.

O4A2 Publicarea datelor experimentale. Rezultatele studiului vor fi publicate sub formă de 

studiu original, într-un jurnal cu factor de impact de 

minim 3. Însă este imposibilă menționarea cu 

certitudine a unui jurnal unde se va publica articolul, 

datorită etapelor de evaluare înainte de inițierea 

procesului de revizie și ulterior acceptare a 

manuscrisului.

Journal of Cellular and Molecular Medicine (IF 5.295) 

sau Biomedicines (IF 4.757)

Indeplinit 100%

Indeplinit 100%

Analizat 46 probe  - pentru confirmare

- activitate in forma continua! 

Indeplinit 100% - registru este deschis, 

Se mai adauga probe 

Indeplinit 100%

Indeplinit 100%

Indeplinit 100%

Indeplinit 100%

Indeplinit 100% 

- 3 articole publicate 

Indeplinit 100% 

- activitate in forma continua! 
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Publicații Acceptate – disponibile online 

Titlul: RNA sequencing suggests that non-coding RNAs play a role in the development of acquired haemophilia

Autori: Adrian Bogdan Tigu, Ionut Hotea, Rares Drula, Alina-Andreea Zimta, Noemi Dirzu, Maria Santa, Catalin Constantinescu, Delia Dima, Jon Thor
Bergthorsson, Victor Greiff, Diana Gulei, Daniel Coriu, Margit Serban, Johnny Mahlangu, Ciprian Tomuleasa 
doi: https://doi.org/10.1111/jcmm.17741
Jurnal: Journal of Cellular and Molecular Medicine
Impact factor: 5.3 (conform WoS in anul 2023) 

Diseminarea rezultatelor 

https://doi.org/10.1111/jcmm.17741
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Colectare probe biologice: 

Donori sănătosi – 2 probe 
Hemofilie dobândita – 2 probe eligibile
Hemofilie clasica – forma moderata – 3 probe eligibile
Hemofilie clasica – forma severa – 3 probe eligible

- Plasma colectata a fost imediat stocata la -80°C.
- Pacienții incluși in studio au prezentat simptomatologie specifica 
si nu aveau alte comorbidități asociate. 

Limitare: numărul mic de cazuri prezente in clinica si costul mare al 
secvențierilor. 
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Implicare directa a miRNA

- miR-19b-3p si miR-186-5p

pot modula nivelul de expresie

al genei F8 (date in

conformitate cu literatura) 

Amprenta transcriptelor pentru

pacienții cu hemofilie dobândita

este diferita fata de restul

grupurilor.

După analiza datelor folosind

softul R studio s-a concluzionat

faptul ca subunitatea 1 alfa din

hemoglobina este exprimata

semnificativ diferit in probele de

hemofilie dobândita comparat cu

restul grupurilor.
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Sumar 

- ambele cazuri de hemofilie dobândita sunt idiopatice. 

- hemofilia dobândita este o boala foarte rara, iar analizele amprentelor moleculare pentru aceasta boala sunt 
definitorii pentru a înțelege 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 apariția hemofiliei dobândite 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. 

- numărul probelor analizate este esențial. Cu cat mai multe, cu atât puterea studiului creste si comparațiile sunt 
mai semnificative. 
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Diseminarea rezultatelor 

Participare la congresul internațional al societății de tromboza si hemostaza, Montreal, Canada, 24-28 Iunie 2023
Reprezentant grup: Dr. Rares Drula



• Studiul continuă și se evaluează statusul genetic al probelor de 
hemofilie – investigarea invesiunilor in intronul 22 si intronul 1. 

• Pornind de la ideea studiului, dorim să găsim modificări genetice 
ce să le putem asocia cu anumiți biomarkeri, cu rol de diagnostic 
și predicție, în cadrul laboratorului de Hemostază Medfuture –
UMF Cluj-Napoca și în cadrul departamentului de Medicină 
Translațională Medfuture. 

• S-au dezvoltat două protocoale de detectare a inversiunilor în 
intronul 22 și intronul 1, iar până în prezent avem identificat 1 caz 
de inversiune în intronul 1, reprezentând 2-3% din totalul cazurilor. 

Academy 

of Romanian

Scientists



Academy 

of Romanian

Scientists



Academy 

of Romanian

Scientists

• Hemofilia A severa – 40% dintre cazuri prezinta inversiunea in 
Intronul 22 
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• Hemofilia A severa – 1-2% dintre cazuri prezinta inversiunea in 
Intronul 1 
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• Au fost evaluate 46 de probe (pacienti diferiti) iar un singur pacient 
a fost identificat pozitiv pentru inversiunea in intronul 1.

Mix1 1909 bp

Mix2 Mix1 Mix2 Mix1 Mix2 Mix1 Mix2 Mix1 Mix2 Mix1 Mix2

Mix2 1720 bp
Mix1 1303 bp
Mix2 1105 bp

Mix1

Proba negativa
Proba pozitiva



Alte articole publicate
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Participare la alte manifestări științifice
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1. Tandem Meetings – San Antonio – 21-25 Februarie 2024
 
2. Congres SRH – Iasi- 4-8 Octombrie 2023  
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Perspective
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1. Implementarea protocolului pentru identificarea inversiunii 22 

2. Elaborarea unui articol științific pornind de la ipoteza 
identificării inversiunilor. 



Academy 

of Romanian

Scientists

Va mulțumesc pentru atenție!
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