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INTRODUCERE

Hemofiliile reprezintd coagulopatii ereditare caracterizate prin sangerari
prelungite, aparute spontan sau dupd traumatisme/interventii chirurgicale. Sunt
afectiuni cu transmitere X-linkatd ce se manifesta cu precadere la sexul masculin.
Elementul patognomonic este reprezentat de sangerarea articulara (hemartroza) [1-2].
Aceasta prezintd caracter repetitiv, conducand la dizabilitati locomotorii si scaderea
calitatii vietii. Evolutia bolii este heterogena, influentata fiind de o serie de factori:
nivelul activitatii factorului VIII/IX, fenotipul sangerarilor, tipul mutatiei cauzatoare si
alte mutatii coexistente [3].

In ultimele decenii s-au inregistrat progrese deosebite atat in diagnosticarea si
monitorizarea hemofiliilor, cat si in tratamentul acestora. Metodele de evaluare
paraclinicd au evoluat n acelasi ritm, pentru a oferi posibilitatea monitorizarii
raspunsului la aceste tratamente. Concomitent au fost dezvoltate instrumente noi de
evaluare a rezultatelor si eficacitatii schemelor terapeutice. Aceste instrumente sunt
utile in evaluarea atat a starii de sanatate si a gradului de dizabilitate, cat si a impactului
bolii asupra functionalitatii, activitatii si participarii.

Scopul acestei lucrari este de a analiza pacientii adulti diagnosticati cu hemofilie
severa A si B aflati in evidenta Institutului Clinic Fundeni, un centru de referinta in
acest domeniu. Analiza retrospectiva a pacientilor inrolati a urmarit demonstrarea
impactului anumitor caracteristici clinice asupra fenotipului bolii, statusului articular,
gradului de activitate si independenta functionali si a calitatii vietii. In acelasi timp, am
demonstrat utilitatea testarii genetice In hemofilie ca factor de prognostic al severitatii
si evolutiei bolii si ca factor de risc in dezvoltarea inhibitorilor. Aceste informatii 1si
gasesc utilitatea in practica medicala, in special in ghidarea terapiei profilactice si in
monitorizarea pacientilor.

Consider ca experienta din viata reald joaca un rol semnificativ in identificarea
persoanelor cu fenotip mai sever al sangerarilor si adaptarea terapiei acestora astfel
incat sd se pastreze sdnatatea articulara pe termen cat mai lung si sa se previna instalarea
dizabilitatilor locomotorii. Abordarea comprehensiva, multidisciplinard este esentiald

in Tmbunatatirea calitdtii vietii si asigurarea independentei functionale.



PARTEA GENERALA

1. Generalitati in hemofilie

Hemofilia este o tulburare de coagulare rara, cu transmitere ereditara X-linkata
[2], cauzatd de deficitul unui factor de coagulare (VIII in cazul HA, IX in HB).
Hemofilia A apare cu o incidenta de 1-2 cazuri la 10.000 de nasteri de sex masculin si
reprezintd ~80-85% din cazuri [2, 4]. Boala este cauzata de o anomalie la nivelul genei
specifice (F8 sau F9) de pe bratul lung al cromozomului X, determinand sinteza
deficitara a proteinei factorului VIII, respectiv IX [2, 4-6].

In functie de nivelul rezidual al activitatii factorului, hemofiliile se clasifica in
forme severe (factor <1%), medii (factor 1-5%) si usoare (factor >5%) [4].
Manifestérile clinice sunt reprezentate de sangerari abundente si prelungite ce pot
apare spontan, precoce (in formele severe) sau tardiv, dupa traumatisme sau interventii
chirurgicale (forme medii si usoare) [4, 7].

Hemartrozele reprezintd cea mai frecventa manifestare in hemofilie (70-80%),
urmate de hematoamele musculare (10-25%) [4, 8]. Alte sangerari pot apare la nivel
oro-faringian, urinar, digestiv sau intracranian. Cele din urma, desi apar foarte rar, au
o mortalitate crescuta in absenta diagnosticului si a tratamentului prompt [9].

Manifestarile clinice sunt heterogene, ele variind de la un individ la altul, in
functie de fenotipul sangerarii, mutatiile F8/F9 [5], mutatii ale genelor reglatoare ale
sistemului inflamator/imun [10], precum si de coexistenta altor tulburari ale
hemostazei (trombofilii) [5, 11]. Identificarea patternului sangerdrii are rol important
in alegerea momentului initierii profilaxiei §i a schemei de tratament optime.

Diagnosticul se poate stabili inca din perioada prenatald, prin analiza geneticd a
produsului de conceptie, dupa sfatul genetic si semnarea consintamintelor informate
[12]. Postpartum, testele de laborator ce stabilesc diagnosticul de hemofilie sunt APTT
(prelungit) si nivelul scazut al activitatii factorului VIII sau IX masurat prin teste one-
stage sau cromogenice [13]. Aceste teste de hemostaza se utilizeaza ulterior, in scopul
monitorizarii raspunsului la tratamentul administrat (teste de recovery si de

farmacocinetica).



Testarea pentru inhibitori se face periodic (de la initierea profilaxiei) sau cand se
suspecteaza scaderea eficientei terapiei in prevenirea/tratarea sangerarilor. Testarea se
face prin metoda Bethesda sau Nijmegen si utilizeaza principiul masurarii activitatii
factorului 1n dilutii seriate din amestecul de plasma pacient cu plasma normala
incubata 2 ore la 37°C [14]. Un rezultat peste 0.6 UB este considerat pozitiv.

Testarea genetica in hemofilie este utild in stabilirea relatiei genotip-fenotip, in
prezicerea riscului de inhibitori si a raspunsului la terapia de eradicare a acestora
(terapia de inducere a tolerantei imune) si in confirmarea statusului de carrier [13].
Pana in prezent au fost identificate ~3500 de mutatii la nivelul F8 si peste 1200 de
mutatii ale F9 [4, 15]. Aproximativ jumatate din cazurile de hemofilie A severa sunt
determinate de inversiuni ale Intronilor 22 si 1 [4, 15]. Protocolul de testare genetica
este dictat de tipul si severitatea hemofiliei si de istoricul familial. In HA severi se
incepe cu testarea inversiunilor Int22 si Intl; in HA medie si usoara si cea severa
negativa la cele doud inversiuni se efectueaza secventierea genei; in HB se incepe cu

secventierea genei indiferent de severitatea bolii.

2. Strategii terapeutice in hemofilie

2.1. Istoric

Tratamentul Tn hemofilie a cunoscut progrese semnificative, de la administrarea
de plasmad proaspdtda sau crioprecipitat si concentratele plasmatice liofilizate (cu
dezavantajul transmiterii de infectii virale VHC, VHB sau HIV) [16], la produse
recombinate obtinute utilizdnd tehnici complexe de inactivare virala [16]. Noi
concentrate de factor au apdrut recent, cu duratd prelungita de actiune, pentru a veni in
sprijinul pacientilor cu abord venos precar, aderentd scazutd sau nevoie de profilaxie
intensiva [17].

Pentru pacientii cu inhibitori, care nu mai raspund la administrarea de factor
VII/IX, au devenit disponibili agentii de bypass (factor VII activat recombinat si
complex protrombinic activat) [16]. Aceste doud produse au deschis accesul
pacientilor cu inhibitori la interventii chirurgicale majore (in special ortopedice), pana
la acel moment fiind contraindicate [18]. Terapia de inducere a tolerantei imune (IT1)

ramane in continuare singura modalitate de eradicare a inhibitorilor [17, 19], succesul
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ei depinzand de titrul de inhibitori (maxim si la initierea terapiei), durata de la
momentul depistarii inhibitorilor pana la initierea ITI, mutatia genetica F8/F9 si
complianta pacientului.

Cercetdrile recente au pus la dispozitia hemofilicilor terapii noi, non-substitutive,
ce au avantajul administrarii subcutanate, la interval de 1-2 sau 4 saptamani, unele
fiind eficiente atat in hemofilia A cat si B, cu sau fara inhibitori [19].

2.2. Regimuri terapeutice in hemofilie

In managementul hemofiliei exista doua strategii terapeutice: administrarea on
demand, la nevoie, in caz de sangerare si terapia profilactica. Tratamentul episodic are
ca obiectiv stoparea cat mai promptd a evenimentului hemoragic instalat, prin
administrarea dozelor optime de factor din primele 2 ore de la debutul sangerarii [20].
Profilaxia reprezinta standardul de tratament in hemofilie, recomandat de ghidurile
internationale pentru prevenirea sangerarilor In orice moment, Tmbunatatirea calitatii
vietii, prezervarea statusului articular si evitarea complicatiilor pe termen lung [13].

In functie de momentul initierii, profilaxia este primari, secundara sau tertiara
[2, 13], toate avand beneficii nete fatd de terapia episodica, marturie stand studiile
extensive desfagurate. Profilaxia se poate initia in doze mici administrate cu frecventa
crescanda (regim escaladat) sau in doze mari (regim intensiv). Diferentele constd in
riscurile de sangerare (mai ridicat in regimul cu doze mici) si de dezvoltare de
inhibitori (crescut in regimul intensiv [13]). Indiferent de regimul ales si de momentul
initierii, ghidurile internationale recomandd individualizarea terapiei in functie de
fenotipul sangerarii, statusul articular, farmacocinetica si preferintele pacientului [13,
21]. Alti factori care trebuie luati in considerare sunt varsta pacientului, abordul venos,

nivelul activitatii fizice si prezenta articulatiilor tinta.

3. Complicatiile cronice ale hemofiliei

3.1. Complicatiile bolii

Principala cauzd de morbiditate i dizabilitate in hemofilie este artropatia
hemofilica cronici, o consecinti a hemartrozelor repetate [22]. Inca de la primele
episoade de sangerare articulard apar modificari structurale la nivelul sinovialei [22],

cartilajului si tesutului osos [13]. Acestea sunt declangate de formarea radicalilor toxici
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de fier (rezultati din degradarea sangelui), eliberarea citokinelor proinflamatorii si de
actiunea nociva directd a sangelui. Artropatia hemofilica cronicd este de multe ori
pluriarticulara si afecteaza in special genunchii, coatele si gleznele, interferand cu
activitatile cotidiene [2].

In stadiile avansate de artropatie, consecutiv limitirii mobilitatii si flexiei
antalgice, se instaleaza atrofiile musculaturii extensoare. Se recomanda ca fiecare
episod de sangerare articulara sa fie urmat de sedinte de recuperare si kinetoterapie.

O altd complicatie este reprezentatd de scaderea densitatii minerale osoase si
cresterea riscului de fracturi [23]. Acestea pot aparea spontan sau dupa traumatisme.

Hematoamele musculare tratate insuficient se pot transforma in timp in
pseudotumori [24], formatiuni incapsulate ce au crestere lentd si pot cauza durere,
necroza tisulara sau afectare vasculo-nervoasa.

3.2. Complicatiile tratamentului

Cele doud complicatii secundare terapiei in hemofilie sunt reprezentate de
infectiile virale cu virus hepatitic B si C sau HIV si dezvoltarea de inhibitori.

In ceea ce priveste infectiile virale, acestea se datoreaza administrarii produselor
derivate de sange (plasma sau crioprecipitat) sau a concentratelor plasmatice liofilizate
in anii 60-70° [16].

Dezvoltarea de inhibitori (allo-anticorpi) impotriva factorului administrat
ramane complicatia de temut a terapiei in hemofilie [2, 5, 19]. Apare cu o rata de ~25-
30% 1n randul persoanelor cu HA severd si de 3-5% in cazul celor cu HB severa.
Aproximativ 80% din inhibitori apar in primele 10-20 de zile de expunere, de aceea se
recomanda monitorizarea atenta si frecventa a acestora [25].

Mecanismul aparitiei acestor anticorpi este unul complex ce implicd mediatori
ai sistemului imun, citokine si celule specializate in aparare (limfocite B, Th, celule
prezentatoare de antigen APC) [26]. Rezultatul final este activarea si diferentierea
limfocitelor B si productia de anticorpi policlonali din clasa IgG impotriva factorului
VIII sau IX exogen [27].

Factorii de risc implicati in dezvoltarea inhibitorilor sunt clasificati in [28]: a)
factori nemodificabili (tipul mutatiei F8/F9, istoric familial, severitatea hemofiliei,

genotipul HLA, mutatii in genele IL10, TNFa, CTLA4) [5, 27, 29-32]; b) factori
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modificabili (tipul de concentrat de factor, varsta inifierii terapiei, numarul de zile de
expunere, intensitatea tratamentului) [27, 33-34] si c¢) factori posibili (infectii,
vaccindri, tratamente intensive) [35]. Avand 1n vedere ca persoanele cu inhibitori au o
calitate a vietii mai precara si morbiditate si mortalitate crescute comparativ cu cei fara
inhibitori, devine tot mai importantd identificarea acestor factori predispozanti si

adoptarea de strategii de preventie pentru pacientii cu risc crescut [28].

4. Metode de evaluare a rezultatelor in hemofilie
a fost necesara utilizarea de instrumente de evaluare si de cuantificare a rezultatelor
obtinute [36]. Metodele clasice de evaluare, prin teste de laborator sau rata de
sangerare anuald, nu sunt suficiente, mai ales cd tinta terapiilor este ,,zero sangerari”
iar preparatele noi sunt dificil de monitorizat [36]. De asemenea, rata de sdngerare nu
ofera si informatii privitoare la impactul sangerdrilor asupra functionalitatii si
activitatii [37], iar multe evenimente hemoragice subclinice nu sunt raportate. in
scopul optimizarii schemelor terapeutice, a justificarii resurselor utilizate si a
standardizarii monitorizarii in hemofilie, au fost introduse metode generice si specifice
de masurare a starii de sandtate articulara (examen clinic si imagistic), a gradului de
activitate si independentd functionald, a calitatii vietii [13, 36] Examinarea fizica
utilizeaza scoruri pentru cuantificarea gradului de afectare articulara: scorul Gilbert si
Hemophilia Joint Health Score [37]. Evaluarea imagisticd vine in completarea
examenului clinic §i se face prin ecografie (modificarile incipiente de afectare
articulard) [13], radiografie (pentru modificarile de structura osoasd) [38] sau RMN
(gold-standardul in evaluarea articulara) [36].

Pentru evaluarea activitatii i participdrii au fost elaborate o serie de chestionare
completate fie de catre pacient (Hemophilia Activity List) [39], fie de catre medic
pacientilor hemofilici de a efectua anumite activitati ce implica functia bratelor si a
picioarelor, masurand astfel impactul hemofiliei asupra abilitatilor functionale ale

pacientilor.



II. PARTEA SPECIALA

Capitolul 5: Ipoteze de lucru si obiective generale ale cercetarii

Incadrarea pacientilor cu hemofilie in grupe de severitate nu se mai face doar pe
baza nivelului plasmatic de factor VIII sau IX, deoarece s-a demonstrat ca exista o
heterogenitate a fenotipului sangerarilor in randul persoanelor cu hemofilie. Ca
urmare, se acorda o atentie sporitd identificarii factorilor ce influenteaza severitatea
manifestarilor in hemofilie: mutatia genetica F8/F9, statusul articular, varsta primelor
sangerari, frecventa sangerarilor, gradul de activitate fizica, mutatii ale altor gene
implicate in hemostazd (FV Leiden, Protrombina) sau in reglarea raspunsului
inflamator.

Dezvoltarea de allo-anticorpi impotriva factorului VIII sau IX exogen reprezinta
cea mai de temut complicatie a tratamentului in hemofilie, cu impact asupra statusului
articular, a managementului sangerarilor si a calitatii vietii. Factorii predispozanti
demonstrati a fi implicati n aparitia inhibitorilor sunt genetici sau de mediu.
Identificarea acestor factori oferd medicului posibilitatea de a anticipa aparifia acestei
complicatii si de a interveni asupra abordarii terapeutice a pacientului la risc.

Un alt aspect care trebuie luat in consideratie este cel al monitorizarii rezultatelor
in hemofilie, mai precis identificarea instrumentelor de evaluare a evolutiei bolii si a
raspunsului la tratament. In contextul accesului la regimuri profilactice intensive si
personalizate (care sa {inteasca un nivel prag de minim 3-5% si zero sangerdri), a
terapiilor non-factor, metodele uzuale de monitorizare (rata anuala a sangerarii sau
nivelul plasmatic al FVIII/IX) nu mai sunt suficiente. Trebuie utilizate noi instrumente
de evaluare care sd masoare starea de sanatate in ansamblu, gradul de activitate, de
participare si integrare in viata sociald, de independentd functionald si de calitate a
vietii.

In acest context, cercetarea doctorala prezenti are ca obiectiv studiul caracterelor
clinice, biologice si genetice si impactul acestora in evolutia persoanelor cu hemofilie
si In alegerea terapiei optime. Lucrarea isi propune sd demonstrez corelatia Intre
fenotipul sangerarii si gradul de afectare articulara, varsta primelor manifestari clinice
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si a diagnosticului, mutatia genetica, prezenta comorbiditatilor; relatia dintre tipul de
profilaxie si gradul artropatiei, precum si beneficiile profilaxiei asupra functionalitatii
si activitatii articulare prin utilizarea chestionarelor HAL si FISH. in plus, aceasta teza
a avut ca scop demonstrarea impactul hemofiliei, al tipului de tratament si al
comorbiditatilor asupra calitatii vietii. Se doreste implementarea testarii genetice in
investigarea persoanelor cu hemofilie datorita rolului acesteia, nu doar in consilierea
geneticd si diagnosticul prenatal, dar si in managementul pacientilor (prezenta

inversiei intronului 22 se asociaza cu risc semnificativ de dezvoltare de inhibitori).

Analiza statistica

Pentru prelucrarea statistica a datelor din studiu am utilizat softul IBM SPSS
Statistics for Windows, Versiunea 29.0. (30-day trial version) Armonk, NY: IBM Corp.
De asemenea am efectuat si o analiza descriptiva, a frecventelor, utilizand programul
Office 365. Am prezentat datele nominale ca frecventd absoluta si ca procent, iar
variabilele continui au fost exprimate prin valoare medie, mediand, abatere standard,
minim si maxim, Q25 (percentila 25), Q75 (percentila 75) si IQR (intervalul
intercuartil).

Am efectuat analiza asocierii dintre variabilele categoriale utilizand tabelul
incrucisat si testul x2 (chi-patrat). In cazul in care rezultatele testului chi-patrat au fost
alterate suficient cat sa nu poata fi luate in considerare am folosit testul exact al lui
Fisher. Pentru compararea mediilor in functie de variabilele dihotomice din studiu am
utilizat testul t pentru esantioane independente. Pentru a compara trei sau mai multe
medii de grup In care participantii sunt aceiasi in fiecare grup, am utilizat testul
ANOVA. O valoare a coeficientului de semnificatie statistica p<0,05 a fost consideratd

semnificativa.

Capitolul 6 - Studiul 1: Analiza caracteristicilor clinice ale

pacientilor hemofilici si impactul asupra evolutiei si tratamentului

In acest sudiu am avut ca obiective identificarea caracteristicilor demografice si
clinice ale pacientilor hemofilici si stabilirea asocierii intre caracteristicile bolii,
comorbiditati si evolutie si implicatii terapeutice.
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6.1. Materiale si metode

Am efectuat un studiu retrospectiv de tip observational, de cohorta, ce a inclus
un numar de 201 de cazuri de adulti de adulti diagnosticati cu hemofilie A si B severa
(Factor VIII/IX <1%) aflati in evidenta Institutului Clinic Fundeni.

6.1.1. Perioada de observatie

Pacientii au fost urmariti in perioada 2018-2023 sau pana la deces.

6.1.2. Parametri investigati

Datele au fost extrase din fisele de internare, baza de date electronica a spitalului,
anamneza si documentatia pacientilor. Principalele date colectate au fost varsta la
inrolare, 1ndltimea, greutatea, antecedentele heredo-colaterale, varsta primelor
manifestdri hemoragice si a primei sangerdri articulare, varsta la care s-a stabilit
diagnosticul de hemofilie; statusul virusologic (VHC, VHB, HIV), comorbiditti,
numarul de articulatii tintd, prezenta inhibitorilors abordul venos, tipul de terapie la
momentul Inrolarii, varsta de debut a profilaxiei, doza de profilaxie, rata anuala medie
a sangerarilor articulare si istoricul de interventii ortopedice.

6.2. Rezultate

Lotul de studiu a cuprins 201 pacienti cu hemofilie severa, 89.6% de tip A si
10.4% de tip B cu o varsta medie de 39.89 ani (18-80 ani). 72.1% din pacienti erau
activi fizic. 55.2% din subiecti prezentau infectie VHC secundard transfuziilor de
produse de sange (incidenta crescand cu varsta, 95% din cei peste 60 ani fiind VHCH),
insa doar 25.9% au urmat un tratament antiviral. Din punct de vedere al severitatii
fenotipului, 67.7% prezentau un fenotip sever al sangerarilor.

In lotul nostru de pacienti 43.3% relateaza absenta antecedentelor familiale.

Varsta la debutul simptomelor a fost in medie de 6.12 luni (SD+3.295), prima
sangerare articulara a aparut in medie la 12.82 (SD+4.129). Diagnosticul de hemofilie
s-a stabilit Tn medie la 21.58 luni (SD+20.573), relativ tardiv comparativ cu datele
raportate in literatura [41] .

In ceea ce priveste tratamentul urmat, 21.4% din pacienti primeau factor doar on
demand, iar 78.6% se aflau in tratament profilactic (16.9% continuu, 61.7%

intermitent). Profilaxia s-a initiat tardiv, n medie la 33.91 ani (9-68 ani).
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Cei mai multi pacienfi au fost diagnosticafi iIn context de hematoame
posttraumatice (34%) sau sangerari orale (20%). Hemartroza a reprezentat un criteriu
de prezentare la medic si de diagnostic la 15% din pacienti. Doar 4% din pacienti au
fost diagnosticati de la nastere datoritd antecedentelor declarate de hemofilie.

Numarul mediu de articulatii tintd a fost de 3.23 (SD=1.023), valoarea fiind
semnificativ mai mare la cei cu fenotip sever (3.58) fatd de cei cu fenotip mediu (2.49)
(t(199)=8.1, p<.00001).

Utilizand testul t pentru esantioane independente am demonstrat absenta unei
diferente semnificative intre cei cu fenotip mediu si cei cu fenotip sever in ceea ce
priveste varsta la diagnostic (p=0,360), Insa am constatat diferente semnificative in
ceea ce priveste varsta de debut a primelor simptome (p<0,001) si varsta primei
sangerari articulare. La cei cu fenotip sever varsta de debut a primelor simptome si
varsta primei sangerari articulare au fost semnificativ mai mici decat la cei cu fenotip
mediu.

Am 1incercat sa demonstrez existenta unei asocieri intre statusul articular si
prezenta coinfectiilor B, C, HIV. Rezultatele au fost influentate si de lotul mic de
pacienti HIV+ si HVB+. Dintre comorbiditati, doar prezenta hepatitei VHC face
diferentd semnificativa, in sensul cd pacientii infectati VHC au articulatii mai afectate

decat cei fara infectie (figura 6.1).

95% Cl Articulatii tinta {nr)

ny da

Figura 6.1 Distributia numarului de articulatii tinta in functie de VHC

Ponderea pacientilor cu VHC si cu fenotip sever este semnificativ mai mare
(78,4%) decat cea a pacientilor farda VHC si cu fenotip sever (54,4%) (x2=13,012;
df=1; p<0,001; Cramer's V=0,254).



Utilizand testul chi-patrat am putut sa demonstrez ca interventiilor ortopedice se
intalnesc cu o pondere mai mare a la pacientii cu fenotip sever (41,9%), comparativ
cu pacientii cu fenotip mediu care au interventii ortopedice In proportie de 21,5%
(x2=7,990; df=1; p=0,005). In mod similar, varsta tardiva de debut a profilaxiei a avut
un impact negativ asupra statusului articular, acesti pacienti necesitand mai frecvent
interventii chirurgicale ortopedice (p 0.002).

Interventiile ortopedice la cei ce au primit profilaxie de la varsta mai mica (9-17
si 18-29 ani) sunt reprezentate de sinovectomii (in 3 din 3 cazuri, respectiv 8 din 32),
in timp ce la persoanele cu debut tardiv al profilaxiei predomina artroplastiile totale

(36%) si fracturile (8%) favorizate de osteoporoza.

6.3 Concluzii

1. Inlotul aflat in studiu, prevalenta HA severe a fost de 89.6% si a HB severe
de doar 10.4%. 43.3% din cazurile de hemofilie au fost incadrate ca fiind de novo.

2. In lotul nostru de pacienti, desi deficitul de factor era sever (sub 1%),
diagnosticul s-a stabilit tardiv, in medie la 21.58 luni

3. 67.7% din pacientii evaluati prezintd un fenotip sever al bolii, caracterizat
printr-un debut mai precoce al sangerdrilor, o rata anuald mai ridicata de hemartroze
s1 un numdr mai mare de articulatii tinta. Aceasta categorie de pacienti ar trebui sa
beneficieze de un tratament mai intensiv.

4. Profilaxia a fost introdusa tardiv, in medie 33.91 ani (9-68 ani).

5. Peste 30% din pacientii cu varste peste 60 de ani au suferit cel putin o
interventie de protezare articulara. Sinovectomia a reprezentat o solutie temporara de
reducere a numarului de sdngerari pentru ~16% din tinerii cu varsta intre 18 si 35 ani.

6. Infectia cu virus hepatitic C (VHC) se regéseste la ~55% din pacientii
inrolati, incidenta crescand cu varsta (ajungand la 95% la cei cu varsta peste 60 ani).
In lotul studiat am observat un efect negativ al coinfectiei VHC asupra statusului

articular (o ratd mai mare de sangerari si un numar mai mare de articulatii afectate).
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Capitolul 7 - Studiul 2: Analiza factorilor de risc biologici in

hemofilie — utilitatea farmacocineticii in personalizarea terapiei

Terapia profilacticd cu concentrate de factor VIII sau IX reprezinta standardul de
tratament in hemofilia A si B severa (FVIII<1%) sau medie cu fenotip sever al
sangerarilor. Are ca obiectiv mentinerea unui nivel al factorului suficient de ridicat
astfel incat sa se previna sangerarile. O serie de factori pot influenta doza si frecventa
administrarii factorului. Dintre acestia mentiondm: profilul farmacocinetic, fenotipul
sangerarii, statusul articular, nivelul activitatii fizice, aderenta la tratament, abordul
venos si tipul de preparat de factor utilizat (SHL sau EHL).

7.1. Obiective

» Aplicarea analizei farmacocinetice in individualizarea regimului
profilactic

» Demonstrarea beneficiilor terapiei personalizate utilizind analiza
farmacocinetica

7.2. Materiale si metoda

Am desfasurat un studiu prospectiv, observational, de tip interventional. Au fost
inclusi 30 de pacienti adulti cu hemofilie A severa (Fact VIII<1%) din evidenta
Institutului Clinic Fundeni, aflati anterior intr-un regim profilactic standard (doza/kgc)
si la care a fost necesara personalizarea terapiei profilactice. Pacientii au fost urmariti
intre 2019-2023, cu un follow-up de minim 1 an si maxim 4 ani.

7.2.1. Parametri investigati

Datele au fost extrase din fisele de observatie ale pacientilor, baza de date
electronica a spitalului, jurnalele pacientilor s1 anamneza.

S-au urmarit urmatorii parametri:

-rata anuald de sangerare articulard (AjBR) inainte si la 1 an dupd personalizarea
terapiei,

-analiza farmacocinetica si trough level in timpul ambelor scheme de tratament;

-numadrul pacientilor ce au atins ,,zero sangerari” cu ambele scheme de tratament.
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7.2.2. Metoda de lucru

S-au utilizat teste one-stage sau cromogenice, conform specificatiilor din
prospectul medicatiilor utilizate.

Pentru produsele standard FVIII am prelevat probe de sange (in eprubete cu citrat
de sodiu) inainte de administrarea factorului, la 1 ora, 24 ore si 48 ore (inainte de
urmatoarea administrare- nivelul prag), iar pentru FIX au fost necesare 2 probe la
interval de 24 ore (in intervalele 24-36 ore si 48-60 ore dupd injectare). Pentru
produsele cu timp de Tnjumatatire prelungit (EHL) de FVIII am mai adaugat o proba
recoltata la 60-84 ore, iar pentru FIX o proba la 5-12 zile. Curbele de farmacocinetica
s-au realizat cu ajutorul programelor online: Wapps-hemo, myPKf{it®.

7.3. Rezultate

Principalul motiv de personalizare a terapiei profilactice a fost necesitatea
asigurarii unei protectii sporite Impotriva sangerarilor (73.3% din cazuri, 22/30). La
16.7% din pacienti (5/30) s-a modificat schema terapeuticd datorita abordului venos
foarte dificil; la 6.7% (2 din 30) aderenta joasa la administrarile de 3 ori/saptamana a
impus ajustarea frecventei de administrare.

Am observat cd terapia personalizatd asigurara un nivel prag (trough level)

semnificativ mai ridicat (4.7) comparativ cu schema anterioara (2.1) (figura 7.1).

I

95% CI

1

Figura 7.1 Nivelul prag minim (trough level) asigurat de profilaxia standard vs
profilaxia personalizata

Daca evaluam comparativ profilaxia cu produse EHL si cea cu rFVIII putem
vedea ca media trough level e mai mare la cei trecuti pe EHL (5.1) decat pe rFVIII
(3.9), chiar daca administrarea e mai rara.

Diferentele sunt semnificative si in ceea ce priveste rata anuald de sangerare

articulara. Aceasta a scazut de la o maxima de 19.0 (in regimul on demand), la 5.4 (sub
12



profilaxia standard) si atinge minimul sub regimul personalizat de profilaxie (1.3)

(figura 7.2).

95% CI

S

=

AJBR anterior profilaxiei1 AJBR cu profilaia 1 AJER cu profilaxia
personalizata

Figura 7.2 Compararea AjBR intre regimurile de tratament

Un alt aspect important pe care l-am demonstrat a fost eficacitatea superioara a
profilaxiei personalizate In prevenirea sangerdarilor, 26.7% din pacientii carora li s-a
modificat schema de tratament au atins obiectivul ’zero sangerari” (vs 0% in profilaxia

standard).
7.4. Concluzii

1. in lotul nostru de pacienti inrolati, 73.3% necesitau o protectie sporita (deci
un nivel prag mai ridicat), iar 16.7% aveau un abord venos foarte dificil;

2. prin terapia personalizatd am obtinut un trough level mai ridicat (4.7%)
comparativ cu terapia profilactica anterioara (2.1%);

3. terapia cu EHL asigura un nivel prag mai ridicat (5.1%) decat SHL (3.9%),
chiar la administrari mai rare;

4. rata de singerare articulard a scazut de la o medie de 19 (anterior oricarui
regim de profilaxie) la 5.4 dupa introducerea profilaxiei standard si a atins un minim
de 1.3 cu ajutorul terapiei personalizate;

5. 26.7% din pacientii aflati in tratament personalizat au atins obiectivul ,,zero

sangerari”.
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Capitolul 8 - Studiul 3: Analiza factorilor de risc moleculari in

hemofilia A

Acest studiu a avut drept obiectiv principal evaluarea prevalentei inversiunilor
Int22 si Intl in lotul studiat si compararea datelor cu cele din literaturd. Obiectivul
secundar a fost de a evalua impactul acestor inversiuni asupra fenotipului clinic si a
dezvoltarii inhibitorilor.

8.1. Materiale si metoda

Am efectuat un studiu transversal, cross-sectional, observational in care au fost
inclusi un numar de 180 de adulti cu hemofilie A severd din evidenta Clinicii de
Hematologie a Institutului Clinic Fundeni. Din acestia, 162 au fost testati genetic
pentru Inv22 si Inv1. Pentru evaluarea prevalentei inversiunilor, au fost exclusi 24 de
pacienti inruditi, lotul analizat totalizand un numar de 138 de pacienti neinruditi cu HA
severa.

8.1.1. Parametri analizati

Datele au fost extrase din fisele de internare, baza de date electronica a spitalului,
anamneza $i documentatia pacientilor. Rezultatele testarii moleculare au fost furnizate
de catre Laboratorul de Biologie Moleculara al Institutului Clinic Fundeni.

Parametri evaluati: fenotipul sdngerdrii, numarul de articulatii tinta, vérsta la
debutul simptomelor, varsta primei sangerari articulare, varsta la diagnostic si tipul
mutatiei genetice.

8.1.2. Metoda de lucru

De la fiecare pacient s-a colectat sange periferic in 3 vacutainere cu EDTA.
Probele s-au prelucrat in cadrul departamentului de Biologie Moleculard al Institutului
Clinic Fundeni.

Dupa izolarea ADN-ului din sangele si verificarea calitativd si cantitativa a
ADN-ului extras s-a utilizat analiza de Inverse Shifting-PCR (IS-PCR) si protocolul
descris de Rossetti et al. [42]. Urmadtorii pasi au fost digestia ADN-ului genomic si
Inactivarea enzimatica cu obtinerea de ADN circular [15]. Pentru fiecare pacient s-au
efectuat 3 reactii de polimerizare utilizand ADN-ul circular, 2 reactii pentru Inv22

(diagnostic si test complementar) si o reactie pentru Inv1 [15]. Produsii de amplificare
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au fost analizati prin Electroforeza pe gel de agaroza 2% si vizualizati cu bromurd de
etidiu sub lampa cu UV [15].

8.2. Rezultate

8.2.1 Analiza prevalentei inversiunilor Int22 si Int1 in hemofilia A severa

A fost identificata prezenta Inv22 1n 66 din cei 138 de pacienti neinruditi cu HA
severd (47.83%): 51 din pacienti cu inversiunea distala Inv22 tip I (36.9% din total,
77.27% din cei cu Inv 22) si 15 cu inversiunea proximala (10.8% din total, 22.73% din
cei cu Inv22). Inv1 a fost detectatd la 7 pacienti neiruditi cu HA severa (5.07%). In
total 73 pacienti (52.9%) au fost depistati cu inversiunile 22 si 1 (tabel VIIL.1).

Tabel VIII.1 Prevalenta Inv22 si Invl1 in lotul studiat

N (%)
Tnv Int22 66 (47.83%)
Tnv Int22 tip I 51 (77.27%)
Inv Int22 tip 1T 15 (22.73%)
Inv Intl 7 (5.07%)

Datele sunt concordante cu literatura si rezultatele studiilor ce indica o frecventa
a Inv22 si Invl de 40-50% si respectiv 2-5% in randul persoanelor cu hemofilie A
severa [15, 43-44]. Am comparat rezultatele noastre cu raportarile altor studii derulate

in Europa de Est, procentele fiind asemanatoare (tabel VIIL.2).

Tabel VIIL.2 Frecventa Inv22 si Invl in randul pacientilor cu HA severd din

Europa de Est
Tara Numir pacienti | Inv22 Inv221 Inv22 11 Numir Invl
testati pentru pacienti testati
Inv22 pentru Invl
Ungaria [45] 104 54 (52%) 43 (80%) 11 (20%) NA NA
Ungaria [46] | 34 20(58.8%) 16 (80%) 3 (15%) NA NA
Romania [15] | 156 65 (41.7%) | 56 (86.2%) [ 9 (13.8%) 156 5(3.2%)
Romania 138 66 (47.8%) | 51(77.3%) | 15(22.7%) 137 7 (5.07%)
Serbia [47] 50 21 (42%) 17 (81.8%) | 4 (18.2%) 50 3 (6%)
Polonia [48] 113 57 (50.5%) | 47 (82.5%) | 10 (17.5%) NA NA
Cehia [49] 162 71 (44%) NA NA 162 7 (4.3%)
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8.2.2. Analiza impactului inversiunilor Int22 si Intl asupra fenotipului
sangerarii si al dezvoltarii inhibitorilor

Am comparat varsta la debutul simptomelor, varsta la prima sangerare articulara
si varsta la diagnostic la pacientii cu Inv22 pozitivd si cei cu Inv22 negativa.
Diferentele sunt semnificative pentru toate cele trei cazuri. Pentru varsta la debut
simptome: t(146)=8.86, p<0.0001, astfel ca varsta la debut simptome este semnificativ
mai mica la cei cu Inv22+. De asemenea, pacientii cu Inv22+ au o varsta a primei
sangerari articulare si a diagnosticului mai mici decat cei Inv22-.

Pentru a testa relatia dintre fenotipul de sangerare si mutatia Inv1 sau Inv22, am
utilizat testul chi-patrat. Am constatat ca pacientii cu mutatie Inv22 sau Inv1 pozitiva
au Intr-o pondere semnificativ mai ridicata (89.5%, respectiv 100%) fenotip sever
comparativ cu cei cu mutatie Inv22 sau Invl negativa (50%, respectiv 66.7%)

(*=29,144; df=1; p<0,001, respectiv x*=4,378; df=1; p=0,036) (figura 8.1 si 8.2).
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Wsever
100
g' 0 g 80
E § 60
40

, I
negativ pazitiy negativ poitiv
Mutatie Int22 Mutatie Int1
Figura 8.1 Fenotipul sdngerarii Figura 8.2 Fenotipul sdngerarii
in functie de statusul mutatiei Inv22 in functie de statusul mutatiei Inv1

Am comparat pacientii Inv22+, Inv1+ cu cei cu ambele inversiuni negative din
punct de vedere a numarului de articulatii {intd si am observat o diferentd semnificativa
intre cele 3 loturi, mutatiile Inv22 si Inv1 asociindu-se cu un numar mediu mai mare
de articulatii tintd decat cei negativi la ambele mutatii. Intervalele de incredere se
suprapun, dar cand tinem cont de faptul ca sunt legate categoriile, in ANOVA, diferenta

devine semnificativa: F(2, 159)=3.345, p=.038<.05.
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Comparand ratele anuale medii de sangerare articulard la pacientii Inv22+si
Inv1+ cu cei cu negativi am observat ca cei pozitivi pentru Inv22 si Invl au AjBR mult
mai mare Tnainte de profilaxie decat cei negativi (20.37 vs 14.93, respectiv 20.89 vs
17.28), iar dupa profilaxie toti au AjJBR mult mai mica si, in plus, nu mai sunt diferente
intre pozitiv si negativ in cazul Inv22 (4.75 vs 4.37).

In lotul de 11 pacienti cu hemofilie A si inhibitori am observat ci 54.54% (6 din
11) din inhibitori au fost depistati In contextul pierderii eficacitatii terapiei cu factor,
27.27% (3 din 11) din cazurile de inhibitori au fost diagnosticate la monitorizarea
anuala de rutind, iar 18.18% (2 din 11) au fost depistate in contextul evaluarii
perioperatorii.

Consecutiv am evaluat posibilii factori asociati dezvolarii inhibitorilor la acesti
pacienti. Mutatiile genetice Inv22 si Inv1 se regasesc la 81.81% (9/11) din pacientii
care au inhibitori, subliniind impactul factorului genetic in dezvoltarea inhibitorilor. 4
din 11 pacienti (36.36%) prezentau antecedente colaterale de inhibitori sau aveau mai
putin de 50 zile de expunere. 3 pacienti (27.27%) au dezvoltat inhibitori dupa doze
intensive de factor (in context operator sau de sangerare majora), iar 2 din 11 (18.18%)

pacienti prezentau concomitent o infectie activa la momentul diagnosticarii.

8.3. Concluzii

1. Prevalenta inversiunilor in lotul de pacienti studiat a fost de 47.82% pentru
Inv22 si 5.07% pentru Invl. Datele sunt concordante cu literatura si rezultatele
studiilor ce indica o frecventd a Inv22 si Inv1 de 40-50% si respectiv 2-5% in randul
persoanelor cu hemofilie A severa [15, 43-44];

2. Pacientii ce prezintd Inv22 sau Inv1 au varsta mai mica la debut, la prima
sangerare articulara si la diagnostic decat persoanele fara aceste mutatii, diferenta fiind
semnificativa statistic (p<0.05). De asemenea cei pozitivi au un fenotip mai sever al
sangerdrilor, un numar de articulatii tintda mai mare (cei mai afectati fiind cei cu
Inv22+) si o ratd anuald medie de sdngerare articulara mai ridicata decat cei negativi.
Nu s-au evidentiat diferente semnificative (p 0,839) intre fenotipul pacientilor cu
Inv22+ si cei cu Inv1+, cele doud mutatii avand impact asemanator asupra fenotipului,

ambele fiind mutatii tip null;
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3. Putin peste jumatate din pacienti (54.54%) au fost testati de inhibitori
datorita raportarii pierderii eficientei terapiei substitutive, 27.27% au iesit pozitivi la
testarea anuald de rutina, iar ~18% au fost depistati in cursul evaluarii preoperatorii;

4. Mutatia geneticd a reprezentat factorul major de risc in dezvoltarea
inhibitorilor (in 81.81% cazuri);

5. Rezultatele studiului subliniaza necesitatea testarii genetice in hemofilie (de
preferat din momentul stabilirii diagnosticului) si rolul acesteia in stabilirea fenotipului
sangerarii, in abordarea terapeutica (tipul de produs utilizat, intensitatea tratamentului)

s1 monitorizarea atenta a pacientului cu risc de inhibitori.

Capitolul 9 - Studiul 4: Evaluarea impactului hemofiliei si a

comorbiditatilor asupra functionalitatii, activitatii si calitatii vietii

Acest studiu a avut ca scop evaluarea pacientilor cu hemofilie severa utilizand
chestionarele HAL, FISH si EQ-5D-5L si analiza impactului bolii, a comorbiditatilor
si tratamentului asupra acestora. Aceastd cercetare porneste de la necesitatea
introducerii de noi instrumente in evaluarea persoanelor cu hemofilie nu doar din punct
de vedere al bolii si al structurii, dar si al functionalitatii, activitdtii si participarii.

9.1. Materiale si metode

Am efectuat un studiu prospectiv, de tip observational, de cohorta (pentru analiza
in dinamica a HAL si FISH) concomitent cu un studiu transversal, cross-sectional,
observational (pentru evaluarea calitatii vietii). Au fost inclusi In studiu pacienti adulti
diagnosticati cu hemofilie severa aflati in evidenta Institutului Clinic Fundeni. Acestia
au fost urmadriti in perioada 2019-2023.

9.1.1 Parametri investigati

Datele au fost extrase din figele de internare, baza de date electronica a spitalului,
anamneza si documentatia pacientilor. S-au completat chestionarele HAL (Hemophilia
Activity List), FISH (Functional Independence Score in Hemophilia) si EQ-5D-5L.

Datele colectate au fost: tipul de hemofilie, varsta la momentul inrolarii, varsta
la debutul profilaxiei, fenotipul sangerarii, tipul profilaxiei (intermitentd/continua/

absentd), status virusologic (VHC, VHB, HIV), numar articulatii afectate, rezultatele
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chestionarelor administrate la interval de 4 ani (HAL si FISH) si a chestionarului de
calitatea vietii (EQ-5D-5L).

9.1.2. Metoda de lucru

Chestionarele HAL si FISH au fost completate de pacienti la interval de 4 ani,
pentru a se evalua eventualele modificarile sub profilaxie; testul FISH nu s-a
administrat pacientilor ce aveau o sangerare articulard acutd sau in ultimele 2
saptdmani.

9.2. Rezultate

Din analiza rezultatelor chestionarelor HAL am observat urmatoarele aspecte:

» cele mai bune rezultate s-au obtinut la activitatile membrelor superioare
UPPER (63.98), urmate de activitatile de baza ale picioarclor LOWBAS (47.64), cel
mai scazut punctaj Inregistrandu-se la activitatile complexe ale membrelor inferioare
LOWCOM (30.66).

» la4 ani se observa o amelioarare a rezultatelor, atat a scorurilor normalizate
pe toate activitatile (valori in crestere, deci functionalitate imbunatatitd), cat si a
scorului total (in scadere de la 137.34 la 116.4). UPPER ramaéne in continuare cu cel
mai bun punctaj din domeniile compuse, in timp ce LOWCOM ramane cu scorurile
cele mai mici.

Din analiza rezultatelor chestionarelor FISH am observat urmatoarele aspecte:

» cele mai afectate sunt domeniile C8 (alergatul), B5 (statul in genunchi),
C7 (urcatul scarilor) si C6 (mersul), ele avand valorile medii cele mai mici ale
scorurilor. Alergatul (C8) si statul in genunchi (B5) au fost singurele activitéti
imposibil de efectuat de unii pacienti;

» la 4 ani cele mai afectate au rdmas in continuare domeniile B5, C8 si C7.
Domeniile BS si C8 rdman in continuare imposibile pentru unii pacienti, intr-un
procent usor diminuat.

Din analiza rezultatelor chestionarelor EQ-5D-5L am observat urmatoarele
aspecte:

» procentul de pacienti cu probleme severe: 16.5% durere, 13.9% mobilitate,

8.9% activitate, 1.3% autoingrijire, 1.3% anxietate;;
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» scorul mediu pentru EQ-VAS a avut valoarea de 77.85 (SD+14.77), cu un
minim de 35 si un maxim de 100. Pacientii cu varste 18-24 ani au scoruri comparabile
cu populatia generala (91.82 vs 90.6), dupa varsta de 25 ani scorurile Incep sa scada

progresiv comparativ cu populatia generald, diferenta fiind semnificativa dupa 35 ani.

Pentru demonstrarea corelatiilor intre rezultatele HAL, FISH si EQ-5D-5L (EQ-
VAS) si varsta de debut a profilaxiei, tipul profilaxiei, prezenta infectiilor virale si
fenotipul sangerarilor am efectuat o analizd multivariatd si am utilizat T-test. Am
observat cd au obtinut valori semnificativ mai mari pacientii cu:

e fenotip mediu (fatd de sever) (figura 9.1, figura 9.2)
e profilaxie continua (fatd de intermitenta)
e nuau VHC (fata de cei ce au VHC)

Se observa de asemenea ca, profilaxia, indiferent dacd este continud sau

intermitentd, are beneficii care sunt demonstrate prin scoruri Tmbunatdtite, deci

functionalitate articulard ameliorata.

Estimated Marginal Means of FISHscore

Estimated Marginal Means of HALscore R
at profilaxie = intermitenta

at profilaxie = continua .
fenotipul
fenotipul sangeraril

sangerarii e
mediu 2 — sever
— sever

W 8

]

Estimated Marginal Means
Estimated Marginal Means

[
|

Figura 9.1 Scorul HAL 2019-2023 Figura 9.2 Scorul FISH 2019-2023
in functie de fenotipul sangerarii in functie de fenotipul sangerarii
9.3. Concluzii

1. In lotul nostru de pacienti, atat chestionarul HAL cat si FISH au decelat
probleme semnificativ mai mari in gradul de functionalitate si activitate la nivelul

membrelor inferioare;

2. Hemofilicii care au primit profilaxie continua (52 saptdmani/an) au obtinut
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scoruri semnificativ mai bune la chestionarele HAL si FISH decat cei aflati in

profilaxie intermitentd (maxim 45 saptamani/an), atat in 2019 cat si in 2023.

3. Prezenta infectiei VHC s-a dovedit a avea o influentd negativa asupra

activitatii si functionalitatii, dar si asupra calitatii vietii pacientilor hemofilici;

4. Comparativ cu populatia generald, pacientii hemofilici au obtinut scoruri
mai mici la chestionarul EQ-VAS, diferentele incepand sa fie semnificative dupa 35

ani.

Capitolul 10: Contributii originale

Aceasta lucrare doctorald reprezintd cel mai extensiv studiu asupra hemofiliei
din Romania, cu o cohorta de 201 pacienti si o analiza simultana a parametrilor clinici,
biologici si moleculari.

Scopul acestei teze este de a furniza informatii utile si practice despre populatia
generala cu hemofilie A si B severd, necesare in managementul optim al acestor
pacienti. Cele patru studii prezentate au avut ca obiective identificarea factorilor ce
influenteaza evolutia clinicd In hemofilie si Intelegerea aprofundatd a impactului lor
asupra abordarii terapeutice.

Toate cele patru studii si-au atins obiectivele, prin rezultatele lor, ele contribuind
la 0 mai buna intelegere a:

1. stratificarii pacientilor in functie de fenotipul sangerarii (nu doar pe baza
nivelului de factor) si individualizarea terapiilor in functie de categoria de risc;

2. utilitatii testelor de farmacocinetica Tn monitorizarea si personalizarea
regimurilor profilactice astfel incat acestea sa satisfaca nevoile pacientului si sa atinga
obiectivul de “zero sangerari”

3. necesitdtii implementarii testarii moleculare in hemofilie In Romaénia, in
scopul confirmarii diagnosticului, stabilirea relatiei genotip-fenotip, prezicerea
riscului de inhibitori si a rdspunsului la terapia de inducere a tolerantei imune;

4. gestionarii pacientului varstnic cu hemofilie si a necesitatii abordarii
multidisciplinare a comorbiditétilor si complicatiilor survenite la aceasta categorie de

pacienti
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5. utilitatii chestionarelor HAL si FISH 1n monitorizarea gradului de afectare
articulara, a impactului fenotipului bolii, a regimului profilactic si a infectiilor virale

asupra gradului de activitate si functionalitate in hemofilie.

Perspective de Viitor

1. Analiza completa genotip-fenotip utilizand si rezultatele testelor de
secventiere ale genelor F8 si F9 (restul de aproape 50% din populatia de hemofilii
severe);

2. Cercetarea altor factori ce pot influenta fenotipul sangerdrii: mutatii
trombofilie, Proteina C, Proteina S, antitrombina III;

3. Evaluarea fenotipului sangerarii utilizdnd Testul de generare a trombinei
(TGT), analiza utila in aprecierea riscului hemoragic, in diferentierea fenotipurilor de

sangerare (atat la pacientii cu inhibitori cat si la cei fard).
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