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Anexa nr. 1 
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1. Scopul și obiectivele propuse spre realizare în cadrul proiectului 

Scopul proiectului este dezvoltarea şi implementarea tehnologiilor genetic-moleculare 

innovatoare în domeniul medicinei de precizie din Republica Moldova. 

 

Obiectivele propuse spre realizare în cadrul proiectului:  

1. Crearea şi consolidarea parteneriatului naţional în domeniul geneticii moleculare între LGMU 

IMSP IMC şi  LIG IMSP IO. 

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

3. Implementarea și exploatarea tehnologiilor molecular-genetice inovatoare a Laboratorului de 

Genetică Moleculară Umană (IMSP IMC) şi Laboratorului Ştiinţific Imunogenetic (IMSP IO)  

spre  dezvoltarea medicinei de precizie; 

4. Elaborarea şi implementarea panelurilor genetice diagnostice pentru maladiile monogenice,  

probleme reproductive, boli neuro-degenerative şi metabolice. 

5. Elaborarea şi implementarea unui panel nou de diagnostic al sindroamelor tumorale ereditare în 

Republica Moldova. 

6. Obținerea accesului și crearea posibilitățillor de utilizare a bazelor de date genomice 

internaționale; 

7. Perfecţionarea specialiştilor în domeniul metodelor şi tehnologiilor inovaţionale genetic-

moleculare, utilizate în studiul medicinei de precizie, în centre principale cu implicarea celor 

mai buni experţi internaţionali;  

8. Familiarizarea și sensibilizarea diferitor specialişti (pediatri, imunologi, gastrologi, neurologi, 

ș.a.) prin diseminarea informațiilor în domeniul geneticii moleculare de precizie în teritoriul 

Republicii Modova. 

2. Rezultatele științifice obținute în cadrul proiectului. 

Proiectul propune o atitudine personalizată într-o nouă direcţie în practica medicală autohtonă prin 

consolidarea investigaţiilor molecular-genetice în formularea panelurilor multigenice de diagnostic al 

bolilor ereditare şi anume: (screening pentru cele mai frecvente maladii ereditare, maladii 

neurodegenerative, dereglarea hemostazei, dereglarea ereditară a metabolismului, stările autoimune și 

imunodeficiențe) şi un panel nou de diagnostic al sindroamelor ereditare tumorale în Republica 

Moldova.  

Acest proiect va întruni conlucrarea unei echipe multidisciplinare (medici, biologi, chimişti, ș.a. ) în 

domeniul medicinei de precizie considerată medicina viitorului ce are la bază un principiu foarte 

simplu: cel al „bolii unice”.  
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Prima etapă a proiectului, denumită: Crearea şi consolidarea parteneriatului naţional în domeniul 

geneticii moleculare între LGMU IMSP IM și C şi  LIG IMSP IO  cuprinde  o perioadă de  6 luni 

(01.01.2018-30.06.2018) a avut ca scop îndeplinirea următoarelor activităţi:  

Pentru  identificarea potenţialilor parteneri au fost efectuate 4 ședințe, dintre care:  

a. La începutul proiectului cu toți conducătorii de proiecte care au trecut concursul, unde s-a 

discutat provocarea, s-au colectat informaţii pentru crearea unui parteneriat prin consultarea cu părţile 

implicate şi cu potenţialii furnizori de resurse externe; Totodată s-a stabilit managementul 

programului de stat prin analiza structurii şi sistemului de gestionare a parteneriatului pe termen 

mediu şi lung. 

b. A doua şedinţă a avut ca subiect construirea unei relaţii de muncă prin adoptarea de comun 

acord a unor ţinte, obiective şi principii esenţiale care vor sta la baza parteneriatului. La momentul 

actual se elaborează un contract de colaborare între LGMU IMSP IMC şi LIG IMSP IO în care sunt 

incluse drepturile şi obligaţiile ambelor părţi. A fost planificat programul de activităţi şi inițiate 

activitățile delimitate. 

c. A treia şedinţă a avut ca subiect identificarea şi stabilirea reactivelor necesare pentru I etapă de 

lucru pentru tehnologia Secvenţierea de Nouă Generaţie (NGS) prin echipamentul Ion Torent PGM 

care se află în cadrul Laboratorul de Imunogenetică al Institutului de Oncologie.  

d. A patra şedinţă a cuprins discuţii cu privire la rezultatele tenderului pentru achiziţionarea 

reactivelor care a avut loc în luna Mai 2018, contract de achiziţionare a reactivelor Ştiinţa, Nr.205, din 

20 Iunie 2018. Conform acestui contract, în total se planifică achiziţionarea reactivelor necesare 

pentru I etapă de lucru pentru tehnologia Secvenţierea de Nouă Generaţie (NGS) prin echipamentul 

Ion Torent PGM, formarea bibliotecii NGS din suma de 145247.98 MDL. 

Proiectul are ca scop principal utilizarea tehnologii inovatoare, de ultimă generaţie în  diagnosticul 

genetic-molecular care oferă posibilitatea realizării analizelor genetice detaliate, menite să evidenţieze  

predispoziţia pacientului pentru diferite afecţiuni, utilizarea biologiei sistemice pentru identificarea 

cauzei bolii pacientului la nivel molecular cât şi preîntâmpinarea sau atenuarea efectelor adverse. 

Pentru realizarea etapei a II-a al proiectului, denumită „Eficientizarea metodelor molecular-genetice 

existente cu utilizarea tehnologiilor noi şi pregătirea bibliotecilor genomice pentru NGS”, conform 

planului de activitate propus, spre implementarea algoritmului de diagnostic molecular prin metoda de 

PCR cantitativ, a fost realizată cu succes dizolvarea şi verificarea amplificării primerilor 

oligonucleotidici ce recunosc secvenţele incluse în tabelul 1. În continuare, se urmăreşte îndeplinirea 

etapelor ulterioare în scopul implementării propuse.  
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Au fost elaborați primeri noi pentru analiza delețiilor în gena DMD prin metoda PCR fluorescent 

cantitativ − QF-PCR, primeri și sonde pentru determinarea mutațiilor în gena MTHFR, pentru 

determinarea deleției 22q11, confirmarea diagnosticului molecular-genetic prin intermediul secvențierii 

Sanger (Tabelul 2, 3). 

Tabelul 1. Lista primerilor a exonul 7 genei SMNI și a genei de referință  

Gena/Locus Forward Revers 

Albumina (reference gene) 12 AGCTATCCGTGGTCCTGAAC TTCTCAGAAAGTGTGCATATATCT 

SMN1 ex.7 U SyBr TTTTATTTTCCTTACAGGGTTTC GTTTTACATTAACCTTTCAACTTTT 

SMN1 ex.7 K SyBr CCTTTTATTTTCCTTACAGGGTTTC GATTGTTTTACATTAACCTTTCAACTTTT 

Tabelul 2. Lista primerilor utilizați în 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 utilizați în cercetare 

PCDH19 p.Arg198>Pro 
Forward CGCAGTCGCACTACAGCTT 19 

Reverse CACCTTGATACTAAGGCCAACGG 23 

DYRK1A p.Thr103Ile 
Forward GTGATGCCTGATATTGTCATGTTACA 26 

Reverse TCTCAATGACATACTGCAAGATAGATGT 28 

TRAPPC11 p.Phe173fs 
Forward GAGAAGATGTCATTGCTTCAGAAAGGG 27 

Reverse CTTATAATATAACCCACAAGGTGGTCAGTG 30 

CAPN3  p.Ala444delins ValVal ProSer 
Forward GTTGGAGATCTGCAACCTCACG 22 

Reverse CCCATCAAGAGCATCTCCCAC 21 

CAPN3  p.Glu566Lys 
Forward CAGATGCACGGGAACAAGC 19 

Reverse CAGAGAGGTTCCTCTTTTCAGAGAAG 26 

ANO3 p.Ile767Met 
Forward CCTAATGCTCTTCTTTTGCAGTTTTGCA 28 

Reverse CTATGTCAGTTGCTCGGGCT 20 

BRCA2 p.Ser1982fs Forward GGGAAGCTTCATAAGTCAGTCTCATC 26 
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Reverse GCCTTTTTGGGATATTAAATGTTCTGGAGT 30 

SH3TC2 p.Arg954Ter 
Forward GTGAACTTCAGGCCAGTAAGGAG 23 

Reverse CTCTATAGCTTCCCAGCAGCATG 23 

SH3TC2  p.Arg227Trp 
Forward AGAAGCTGGCTCCGAGTTG 19 

Reverse GTCTGCTCTGGGACTTGCT 19 

ENAM p.Gly421fs 
Forward CTCAGAAGAAAGCCTCAGGGG 21 

Reverse CAGGGGCTGGTTGGATTCT 19 

IFIH1 p. Glu627* 
Forward CACAGCTGCAAAAGAAGGAAATCG 24 

Reverse CACCACCCTCATCACTATCATCTTC 25 

ACVR1 p. R206H 
Forward GGGCTCATCACCACCAATGT 20 

Reverse ACGGCAACATTCTCCCCTTG 20 

CLCN1 p.Arg894* 
Forward ACACCAAGTCTGGGGTGC 18 

Reverse GTCCTCAGGCAGGTTCCAG 19 

CLCN1 p.Thr550Met 
Forward ACGGTAGCCCTAACCTACAGG 21 

Reverse GTAGCTTCTTGACCTGGATGATGCT 25 

CLCN1 c.1437_1450del14 
Forward CCAGTTCTGGATGTCCATCGTG 22 

Reverse CCCATCAGAACTTACCTAGCACAAAC 26 

CLCN1 rs797045032 
Forward CTGCCTCTTCAGCCCTCTC 19 

Reverse GCCTACCTCTTTCCCCACG 19 

MTHFR C677T  qPCR 
Forward GAAAAGCTGCGTGATGATG 19 

Reverse TTGAAGGAGAAGGTGTC 17 

MTHFR A1298C qPCR 
Forward AAGAACGAAGACTTCAAA 18 

Reverse TGGGGGGAGGAGCTGAC 17 

CFTR delta508 
Forward TGCCTGGCACCATTAAAGAAAATATCA 27 

Reverse GCTTCTGTATCTATATTCATCATAGGAAACACC 33 

Albumin 
Forward TGAAACATACGTTCCCAAAGAGTTT 25 

Reverse CTCTCCTTCTCAGAAAGTGTGCATAT 26 

Tl 
Forward GTGATGCCACATCCCTTTCAA 21 

Reverse ACGGTGAATGAAGAGCAGACA 21 

Bl 
Forward GTTCTCTTTCCCTTAGTGGCA 21 

Reverse CTGGGTGGGACTCCAGGA 18 

ARID1B c.2991C>A Forward CTTTCTCTTCCTGTAGGCAAGGC 23 

Reverse CCACTTTCGCCAACTGATCCA 21 

ARID1B c3026 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 și 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 
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Totalitatea reactivelor care au fost procurate vor servi ca bază materială la implementarea 

metodelor inovative în cadrul proiectului. Acestea au fost achiziționate în rezultatul tenderului care a 

avut loc în luna Mai 2018, contract de achiziţionare a reactivelor Ştiinţa, Nr.205, din 20 Iunie 2018, pe 

suma de 145247.98 MDL.  

În urma sintezei literaturii de specialitate cu privire la patologiile ereditare neuromusculare, a 

metodelor de diagnostic ale acestora, precum şi studiul referinţelor bibliografice ce ţin de diagnosticul 

purtătorilor acestor mutaţii prin intermediul PCR, MPCR, qPCR şi prin secvenţiere (analiza genetică), 

în scopul implementării 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 reacţii pentru identificarea statutului exonului 7 în gena SMN1 (normă, heterozigot 

sau deleţie). 

Datele obţinute la nivel de Ct (cycle threshold) Std Dev vor fi utilizate ulterior pentru a calcula 

numărul relativ de copii ale genei SMN. În figura 1 este ilustrat rezultatul obținut în urma efectuării 

tehnicii qPCR la familia cu Amiotrofie spinală. 

 

 

În anul curent, în cadrul prezentui proiect a fost implementată o tehnică molecular-genetică 

nouă – HRM (High Resolution Melting). În figura 2 a și b sunt ilustrate graficele care reflectă starea 

 
Figura 1: În imagine sunt reprezentate diferite profiluri ale exonului 7 SMN1 

(prezent, cu statut heterozigot şi respectiv lipsa acestuia, deleţie.) şi exonul 12 al 

ALB prin intermediul instrumentului Melt Curve, care reprezintă un indicator al 

prezenţei unor ampliconi sau schimbări ale secvenţei in cadrul ampliconului. 
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normală și heterozigotă a genei MTHFR 677. Pentru alte locusuri se efectuează în continuare testarea 

molecular genetică pentru a fi implementate în cadrul laboratorului GMU. 

a.      b.  

Figura 2. Rezultatele HRM pentru gena MTHFR 677: a. Starea normală; b. Starea heterozigotă. 

 

În cadrul proiectul, pe site-ul ampliseq.com au fost testate configurațiile pentru panelele de 

secvențiere ce urmează a fi utilizate în etapa urmîtoare a proiectului. Astfel, s-a calculat sumele 

necesare pentru achiziționarea acestor panele. Spre exemplu, pentru procurarea panelului pentru 

depistare erorilor înnăscute de metabolism, este necesară o sumă de 250.000 MDL, fapt ce constituie o 

sumă mult prea mare pentru posibilitățile financiare ce le oferă prezentul proiect. 

 

Au fost elaborați primeri noi pentru analiza delețiilor în gena DMD prin metoda de analiza 

fragmentara cantitativa prin PCR − QF-PCR, primeri și sonde pentru determinarea mutațiilor în gena 
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MCM6, pentru determinarea numărălui de copii a genelor SMN1 și SMN2, confirmarea diagnosticului 

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

Tabelul 5. Lista primerilor utilizați pentru secvențierea Sanger  

Name Seq Length 

SSR4 F TGAGCTGGCTTGTGATCT 18 

SSR4 R GGAAGGCACAATAACGCAA 19 

EIF2AK4 F ATCACGACAGGATGTCTACTAA 22 

EIF2AK4 R CAGTTAGGCAAGTTGGAAGAA 21 

COL6A2 ex4F CTAGAACACCTGACCGAGAG 20 

COL6A2 ex4R GGCCAAGTGTGGATTTCAA 19 

RYR1 F ACCAGAACGTCATCCAGTT 19 

RYR1 R 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 
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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 

COL6A3F AGAGTGAGCTACCAGAGGA 19 

COL6A3R 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 

LAMA2 ex2F TATGTAGTATACTGAATTGTCAGGTATT 28 

LAMA2 ex2R CAACTTGGCCTCAACATCTC 20 

LAMA2 ex4F TCTACTGTAGCATTTAGACTTATATTTGA 29 

LAMA2 ex4R ATGGGAGACACATGAAGGTAG 21 

SMN F ATGTGAAGCGTTATAGAAGATAACT 25 

SMN R TTCTCAACTGCCTCACCA 18 

Tabelul 6. Lista primerilor utilizați pentru secvențierea 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  

Ex57F 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 secvențierea 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 

 

În scopul realizării studiului, au fost inițial studiate condițiile necesare de funcționare a 

primerilor, adică temperatura lor de aliniere. În acest sens, a fost selectată temperatura de aliniere a 

primerilor achiziționate în anul precedent. 

Au fost realizați primerii pentru analiza celor mai frecvente mutații responsabile pentru 

dezvoltarea maladiilor mitocondriale: 

1. 3243A > G (gena MT-TL1) – Encefalomiopatia mitocondrială, acidoza lactică și episoade 

asemănătoare accidentelor vasculare cerebrale (sindromul MELAS), dar a mai fost identificat și 

la pacienții cu diabet ereditat maternal și surditate (MIDD syndrome). Mutația este prezentă în 

~80% din cazuri. 

2. 13513G > A (gena MT-ND1) – Encefalomiopatia mitocondrială, acidoza lactică si episoade 

asemanatoare accidentelor vasculare cerebrale (sindromul MELAS) și sindromul Leigh. 

3. 3460G > A (gena MT-ND1) − Leber's hereditary optic neuropathy (LHON). 

4. 11778G > A (gena MT-ND4) − Leber's hereditary optic neuropathy (LHON). 

5. 14484T > C (gena MT-ND6) − Leber's hereditary optic neuropathy (LHON). 

6. 8993T > G (gena MT-ATP6) – sindromul Leigh; ataxie și retinită pigmentară (NARP). 

7. 8993T > C (gena MT-ATP6) – sindromul Leigh. 

Analiza ADN-ului mitocondrial se va realiza prin intermediul metodei Arm-QPCR, cu ajutorul 

primerilor ilustrați în tabelul 8. 

 
Tabelul 8. Primerii pentru depistarea maladiilor mitocondriale 

Nr. Denumirea 
Forward/ 

Reverse 
Secvenţa pb 

Mărimea 

ampliconului 

1. 
MT-TL1–

3243A>G 

Forward 

wild-type 
AGGGTTTGTTAAGATGGCtcA 21 

97 pb Forward 

mutant 
AGGGTTTGTTAAGATGGCtcG 21 

Reverse TGGCCATGGGTATGTTGTTA 20 

2. 
MT-ND1 –

13513G>A 

Forward 

wild-type 
CTCACAGGTTTCTACTCCAAtG 22 

145 pb Forward 

mutant 
CTCACAGGTTTCTACTCCAAtA 22 

Reverse TTCTTCTCACCCTAACAGGTC 21 

3. 
MT-ND1 –

3460G>A  

Forward 

wild-type 
TACTACAACCCTTCGCTGcCG 21 

120 pb Forward 

mutant 
TACTACAACCCTTCGCTGcCA 21 

Reverse GTAGAAGAGCGATGGTGAGAGCTAAG 26 

4. 
MT-ND4 –

11778G>A 

Forward 

wild-type 
ACGAACGCACTCACAGTgG 19 

143 pb Forward 

mutant 
ACGAACGCACTCACAGTgA 19 

Reverse CACAGAGAGTTCTCCCAGTAGGTTAA 26 

5. 
MT-ND6 –

14484T>C 

Forward 

wild-type 
GTAGTATATCCAAAGACAACgAT 23 161 pb 
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Forward 

mutant 
GTAGTATATCCAAAGACAACgAC 23 

Reverse GGGTTTTCTTCTAAGCCTTCTCC 23 

6. 
MT-ATP6 – 

8993T > C 

Forward 

wild-type 
TACTCATTCAACCAATAGCCaT 22 

75 pb Forward 

mutant 
TACTCATTCAACCAATAGCCaC 22 

Reverse TTAGGTGCATGAGTAGGTGGC 21 

7. 
MT-ATP6 – 

8993T > G 

Forward 

wild-type 
TACTCATTCAACCAATAGCCaT 22 

75 pb Forward 

mutant 
TACTCATTCAACCAATAGCCaG 22 

Reverse TTAGGTGCATGAGTAGGTGGC 21 

 
În urma experimentelor, a fost stabilită temperatura optimă la care cei din urmă se amplifică 

(tabelul 9). La etapa verificării temperaturii de amplificare, au fost realizate circa 100 reacții PCR, fiind 

testate câte 10 probe pentru fiecare mutație, care au fost aplificate în gradient la temperaturile cuprinse 

între 47°C și 65°C. 

 

Tabelul 9. Temperatura optimă de aliniere a primerilor 

Nr. d/o Mutație 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 

 

În mod similar, au fost selectate și volumele reactivelor în cadrul reacției ARMS-PCR și ARMS-

qPCR. Mixul reacției pentru tehnica ARMS-PCR (25 μl): Buffer Green 10X – 2,5 μl; MgCl2 25mM – 2 

μl; dNTP 10mM – 1,5 μl; Primer F (wild-type, mutant), R – 0,7 μl; ADN Dream Taq Polimerază – 0,2 

μl; H2O nuclease free – 15,4 μl; ADN – 2 μl.  

De asemenea,au fost selectata condițiile pentru metoda ARMS qPCR. Mixul reacției (25 μl): 

Buffer Dream Taq 10X – 2,5 μl; dNTP 10mM – 1,5 μl; Eva Green 50X – 0,25 μl;  Primer F (wild-type, 

mutant), R – 0,5 μl; ADN Dream Taq Pol – 0,5 μl; H2O nuclease free – 6,75 μl; ADN (concentrația 5 

ng/ μl) – 12,5 μl. 

În continuare, a fost efectuată tehnica ARMS-PCR la grupul de studiu și grupul control, pentru 

verificarea prezenței celor mai frecvente mutații (în număr de 7) la nivelul ADN-ului mitocondrial. În 

final, au fost efectuate peste 450 de reacții PCR.  

În urma efectuării analizelor, la mutația MT-TL1 – 3243 A>G, atât la grupul control, cât și la 

grupul de studiu, s-a amplificat atât primerul wild-type ce desemnează lipsa mutației, cât și primerul 

mutant ce atestă prezența mutației 3243 A>G. Faptul dat se explică prin frecvența înaltă cu care acesta 

se atestă în cadrul populației la nivel global. Mutația MT-TL1 – 3243 A>G provoacă sindromul 

MELAS – Encefalomiopatie mitocondrială, acidoză lactică și episoade asemănătoare accidentelor 



15 

 

vasculare cerebrale (din eng. Mitochndrial myopathy, Encephalopathy, Lactic acidosis, Stroke-like 

episodes). 

În cazul mutației MT-ND1 – 3460 G>A, în cadrul grupului de studiu au fost identificați 3 pacienți 

care prezintă riscul de a fi afectați de mutația dată. În scopul confirmării mutației și aprecierii 

heteroplasmiei a fost efectuată apoi reacția ARMS-qPCR. Mutația MT-ND1 – 3460 G>A este una din 

cele mai frecvente mutații ce cauzează  Neuropatia optică ereditară Leber. 

Pentru alte două mutații ce cauzează Neuropatie optică ereditară Leber, MT-ND4 –11778 G>A și 

MT-ND6 – 14484 T>C, nu s-a atestat amplificarea primerului ce prezintă secvența cu mutație în cazul 

grupului de studiu format din pacienți cu simptomatologia caracteristică dereglărilor mitocondriale și 

nici la grupul de studiu. 

Mutația MT-ND1 – 13513 G>A nu a fost identificată nici la pacienții din grupul de studiu și nici 

la pacienții din grupul control, amplificându-se doar primerul wild-type la ambele grupuri de cercetare. 

Această mutație a fost asociată cu sindromul MELAS, sindromul Leigh maternal și cu deficiența 

complexului I a lanțului respirator mitocondrial. 

În cazul mutațiilor MT-ATP6 – 8993 T>C și MT-ATP6 – 8993 T>G nu au fost identificați pacienți 

sau persoane din grupul control cu aceste mutații. Sindroamele clinice asociate cu aceste mutații sunt 

determinate de procentajul de heteroplasmie: un procentaj mai scăzut cauzează sindromul NARP 

(slăbiciune musculară neurogenă, ataxie și retinită pigmentoasă), iar atunci când este prezent un 

procentaj mai mare de molecule ADNmt mutante, se observă sindromul Leigh maternal. 

Analiza heteroplasmiei mitocondriale a fost efectuată prin tehnica ARMS-qPCR doar la pacienții 

la care s-a amplificat primerul ce atestă prezența mutației la nivelul ADN-ului mitocondrial. 

Heteroplasmia a fost apreciată după formula: 

Nivelul heteroplasmiei (%) = 1/[1+(1/2)ΔC
T ] x 100%, unde ΔCT = CTwild-type – CTmutant.  

Valoarea CT este calculată de către termociclul utilizat pentru reacția ARMS-qPCR – Applied 

Biosystems™ 7500 Real-Time PCR System. Această valoare reprezintă punctul în care fluorescența 

pentru prima dată se fixează la un nivel mai înalt față de concentrația de ADN, iar pentru a calcula 

valoarea matricei, ce s-a utilizat la începutul reacției, se folosește raportul liniar dintre produsul PCR și 

intensitatea fluorescenței. 

În final, analizei heteroplasmiei ADN-ului mitocondrial a relevat prezența unui nivel înalt de 

heteroplasmie la 5 pacienți cu mutația 3243A>G și la 4 pacienți cu mutația 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 mutații la nivelul ADN-ului 

mitocondrial. În acest sens, pentru început au fost studiate metodele de diagnostic molecular-genetic a 

maladiilor mitocondriale ce sunt utilizate deja în afara țării. Astfel, în urma analizei literaturii de 

specialitate, am stabilit că majoritatea țărilor utilizează fie metoda ARMS-qPCR, fie recurg din start la 

secvențierea ADN-ului mitocondrial. Luând în considerare că secvențierea genei implică cheltuieli 
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considerabile, s-a încercat efectuarea pentru început a tehnicii ARMS-PCR și ARMS-qPCR,  cu 

aplicarea unor modificări și adaptarea metodei la necesitățile noastre. 

Astfel, pentru început se extrage ADN-ul din sânge periferic prin metoda SALT-OUT modificată, 

apoi se realizează metoda ARMS-PCR pentru verificarea prezenței celor mai frecvente mutații (în 

număr de 7) la nivelul ADN-ului mitocondrial, urmată de secvențiere doar în cazul în care se amplifică 

primerul care desemnează prezența mutației. Algoritmul este prezentat în figura 3.  

Algoritmul de diagnostic creat permite stabilirea într-o perioadă scurtă de timp, dar și cu resurse 

financiare puține, prezența sau absența celor mai frecvente mutații la nivelul ADN-ului mitocondrial și 

doar apoi efectuarea reacției ARMS-qPCR în scopul determinării heteroplasmiei mutației și obținerii 

unui diagnostic molecular definitiv, care la rândul său, ar asigură un management medical mai efectiv și 

ar permite testarea rudelor ce prezintă riscul dezvoltării unei maladii similare. Experiența implementării 

în practică a metodei menționate a confirmat eficacitatea și autenticitatea sa, ceea ce permite realizarea 

eficientă a diagnosticului și respectiv, intervenția curativă rapidă. 

 

 
Figura 3. Algoritmul diagnosticării celor mai frecvente mutații la nivelul  

ADN-ului mitocondrial 
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A fost analizată literatura de specialitate pe testarea molecular-genetică a intoleranței la gluten 

sau boala celiacă, care reprezintă o afecțiune cronică a tractului digestiv, declanșată de ingestia de 

gluten la persoanele cu predispoziție genetică. Susceptibilitatea față de boala celiaca este conferită de 

anumite alele HLA de clasa a 2-a din regiunea HLA-DQ. Astfel, cei mai mulți pacienți (90-95%) 

prezinta heterodimerul HLA-DQ2 codificat de alelele DQA1*05 și DQB1*02, în timp ce ~5% prezintă 

heterodimerul HLA-DQ8 codificat de alela DQB1*0302. Molecula dimerică DQ2 alcătuită dintr-un 

lanț α si un lanț β poate fi codificată de alele DQA1*0501 si DQB1*0201 situate pe același cromozom 

(configurație cis) sau de către alele DQA1*0505 și DQB1*0202 situate pe cromozomi diferiți 

(configurație trans). Susceptibilitatea față de boala legata de genotipul HLA-DQ2 este transmisă 

autozomal-dominant sau autozomal recesiv în funcție de genotipurile HLA predispozante ale părinților. 

Susceptibilitatea față de boala legata de genotipul HLA-DQ8 este transmisă autozomal-dominant. În 

tabelul 6 sunt ilustrați primerii pentru intoleranța la gluten. 

A fost optimizată metoda de Secvențiere Sanger, în baza analizatorului genetic ABI 3500dx, de 

detectare a mutațiilor din gena ATP7B la pacienții cu maladia Wilson prin elaborarea unui algoritm ce 

prevede căutarea mutațiilor în câteva etape. Algoritmul a fost elaborat pe baza rezultatelor unui proiect 

bilateral cu Germania, în care a fost secvențiată gena ATP7B la 40 de pacienți cu maladia Wilson, fiind 

stabilită frecvența mutațiilor în gena ATP7B în Republica Moldova. Deci se secvențiază mai întâi 

exonii cu frecvență crescută a mutațiilor (4, 8, 12, 13, 14, 15, 17, 20), apoi alte grupuri de exoni (3, 10, 

16, 18, 19) și (1, 2, 5, 6, 7, 9, 11, 21). 

În această perioada au fost secvențiate 31 fragmente ADN de la diferiți pacienți cu maladia 

Wilson. Drept urmare au fost identificate variantele genetice: p.H1069Q (exonul 14 la 1 pacient), 

p.V1140A (exonul 16 la 2 pacienți), p.T991T și p.L1015L (exonul 13). În total au fost efectuate 36 

analize PCR pentru precautarea mutațiilor în gena ATP7B. 

În vederea studierii la nivel molecular a genei MECP2 la pacienţii cu sindromul Rett a fost precăutate 

temperaturile optimale pentru primerii procuraţi (tab.10).  

 

Tabelul 10. Temperatura optimală a primerilor pentru gene MECP2 

Primer Tm optimală 

MECP2 E1  ND 

MECP2 E2  +610C 

MECP2 E3  +580С 

MECP2 E4a  +580С 

MECP2 E4b  +630С 

 

Primerii noi elaboraţi permit analiza regiunii codificatoare (Exoni) în baza secvenţierii ADN, ceea ce 

ajută la identificarea variantelor genetice patologice care au dus la instaurea unui fenotip anormal la 

pacienţii cu sindromul Rett. 



18 

 

Adăugător a fost secvenţiaţi 10 pacienţi cu sindromul Rett, fiind identificate 2 mutaţii missense 

p.T170M, p.P334L, 2 mutaţii nonsense p.R282X şi p.R306X şi 2 deleţii la un pacient de 30pb (677-

707del AAGGGGCGCAGCAGCAGCGCCTCCTCACCCC) şi 45pb (778-823del 

CCTGCCCCCACCTCCACCTGAGCCCGAGAGCTCCGAGGAC) în exonul 4 din gena MECP2 .  

Prezenţa acestor deleţii a fost confirmată prin electroforeza în gel de poliacrilamidă a ampliconului 

din exonul 4. În literatura de specialitate nu fost identificată descrirea acestei mutaţii ceea ce denotă că 

aceste mutaţii pot fi „de novo”. 

Conform datelor din literaratură sindromul Rett în aproximativ 90% este cauzatat de mutaţii în 

gena MECP2, iar în cadrul genei regiunea unde se întîlnesc cele mai multe mutaţii este exonul 4. 

Aceste date accentuează necesitatea analizei exonului 4 a genei MECP2 la pacienţii cu sindromul Rett. 

Seturile cu combinaţiile de Primeri au fost utilizate pentru secvenţierea ADN şi stabilirea 

diagnosticului.  

Cu ajutorul spectrofotometrului a fost măsurată concentrația ADN la 96 de pacienți, până acum, 

au fost studiate prin metoda Real Time PCR  60 de ADN-uri, dintre care: 

a.  30 ADN reprezentând 15 cupluri din populația sănătoasă.  

b.  30 ADN reprezentând 10 familii cu copii afectați de SMA sau suspecți (părinți și copil). 

 Astfel, a fost stabilit următorul algoritm de lucru: 
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În timpul reacției PCR, condițiile inițiale au fost optimizate. Inițial, preparatul SYBRGreen 

MasterMix a fost utilizat ca reactiv, dar datorită amplificării slabe a fost înlocuit cu o soluție preparata 

propriu cu SYBRGreen, dar acest intercalator a prezentat amplificare nespecifică. Prin urmare, s-a 

decis utilizarea colorantului EVAGreen, inhibând reacția într-o măsură mai mică și prezentând rezultate 

mai specifice. EvaGreen nu inhibă activitatea polimerazei şi poate fi utilizată în concentraţii suficient 

de mari astfel încât să poată satura siturile dublu-catenare de intercalare care apar odată cu acumularea 

produşilor PCR. În acest caz, saturarea siturilor de intercalare elimină posibilitatea ca o moleculă de 

fluorocrom să fie redistribuită din regiuni care au devenit monocatenare în cele care sunt încă dublu-

catenare, problemă întâlnită la sistemele care utilizează SYBR Green I. 

 În locul ADN polimerazei HS Taq, a fost utilizată ADN polimeraza DreamTaq, timpul său de 

incubare fiind de numai 3 minute, spre deosebire de polimeraza Taq cu o perioadă de incubare de 10 

minute, iar polimeraza DreamTaq a fost mai rezistentă la inhibiție. 

 

Figura 4. Graficul amplificării utilizând fluorocromul EVAGreen ADN-polimeraza DreamTaq. Se 

observă graficul de amplificare cu forma corespunzătoare “S”, acumularea de ampliconi în eșantioane 

are loc uniform. 

 

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

investigată și 1 pentru standardul extern (gena albuminei ALB, exon 12). 

- Concentrația ADN 20 ng/µl 

- Condițiile optime alese pentru mix de reacție pentru o probă: 

Tabel 11. Tabel cu componentele, concentrațiile acestora și volumul necesare pentru 1 reacție qPCR. 

Reagenți Volum final 

Bufer pentru PCR (NH4)2SO4 [10x]KCl 1.25 µl 

MgCl2, [25mM] 3 µl 

mix dNTP, [25mM] 0.25 µl 

Soluție primeri F+R [ 25mM] 0.8 µl 

Dream Taq polimeraza, (rezistentă la inhibiție) [500 u\ml] 0.2 µl 

EVA Green [50x] 0.5 µl 

H2O 9 µl 

ADN [20 ng\ µl] 10 µl 

Volum total 25 µl 
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În Figura 5, A este reprezentat graficul amplificării exonului 12, ALB pentru ADN-urile din 

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

din grupul familiilor cu copii cu SMA și suspecți.  

Astfel, se observă validarea amplificării standartului extern pentru toate ADN-urile implicate în studiu. 

Temperatura de amplificare pentru exonul 12 al ALB este Tm=760C. 

 

 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). 

 

 Graficul din Figura 7, A reprezintă curbele de amplificare pentru 30 ADN ale familiilor cu copii 

afectați de SMA sau suspecți. Astfel au fost identificate 9 ADN cu statut  heterozigot (Fig. 8, A) și 

Fig 5, A  Fig 5,B  

Fig 6, A Fig 6, B  
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7 ADN cu  deleția exonului (Fig. 8, B), 12 au statut Norma pentru exon 7 gena SMN1(Fig. 7, B), 

iar pentru 2 ADN-uri reacția nu a vut loc. 

 

  

Graficul din Figura 8, A prezintă 2 picuri pentru fiecare probă care reflectă temperature ale alinierii 

primerilor: Tm1 = 720C și Tm2 = 800C. Aceasta indică prezența a două secvențe diferite ale genei 

SMN1 în eșantioane. Al doilea vârf reflectă o alelă sănătoasă a genei cu un punct de topire de 80° C iar 

primul vârf indică o alelă mutantă cu o deleție a exonului 7 cu Tm1=720C. Graficul din Figura 8, B 

reprezintă un vârf indicând Tm = 720C care indică deleția exonului 7 în ambele alele ale SMN1. 

 

 

 

A fost implimentat algoritm de elaborarea metodei HRM pentru genotiparea trombofiliilor. 

Fig 8, A  Fig 8, B  
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 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 ulterioară a acestor test-sisteme, printre care sunt:  

adăugarea in amestecul reactant colorantului ROX, care va servi referința pasivă si perfecționarea 

secvenților primerilor prin modelarea in silico cu utilizarea programei IDT Oligo Analyzer pentru 

determinarea precisă a temperaturii de topire a primerilor in condiții de reacție propuse (Fig. 9) și NCBI 

BLAST pentru testarea specificacității primerilor. Sisteme pentru genotiparea genelor, implicate in 

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

Metoda HRM este destul de simplă, rapidă și nu consumă mulți reagenți. Ulterior este 

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

mutații în genele ciclului folat-metioninic și multe altele. 

 

Fig. 10. Aparența curbelor diferențiale de topire a ampliconului (F5 Leiden – rs 6025) homozigot după 

alel normal, heterozigot si homozigot dupa alel mutant (stîngă la dreaptă) 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 Ion Ampliseq Designer. 

 

Cu ajutorul instrumentului on-line Ion Ampliseq Designer, creat de TermoFisher, au fost 

elaborate câteva variante de paneluri penru secvențierea țintită prin metoda NGS pentru boli 

neuromusculare si metabolice (Fig. 11). Variante finale a acestor paneluri, fiecare dintre care conține 50 

de gene țintă au fost comandate de la TermoFisher. Au fost analizate caracteristicile tehnice și 

consumabilele utilizate cu calcularea prețului în cazul efectuării unei investigații NGS Ion Torrent 

pentru un panel (50 gene) pentru un pacient – 33.200 MDL, datorita faptului că sistema IonTorrent 

PGM este foarte închisă (reagenții sunt produse numai de TermoFisher) și din acest fapt, prețul 

reagenților este destul de înalt. De asemenea, platforma IonTorrent are probleme cu secvențierea 

homopolimerilor, ceea ce limită aplicabilitatea ei.. Acest preț este considerat foarte mare pentru a putea 

adăuga acest serviciu în lista serviciilor asigurate de CNAM. Ne propunem utilizarea sistemelor pe baza 

platformei Illumina, care este mai deschisa (și ca consecința, panelurile și reagenții pentru Illumina sunt 

mai ieftini) și nu are probleme cu secvențierea homopolimerilor. Propunem procurarea secvențiatorului 

Illumina iSeq-100, care costă circa 20000 de euro și poate fi aplicat la secvențierea țintită (paneluri 

genetice), secvențierea transcriptomului, identificarea umană ș.a.. O altă alternativa este secvențiator 

MGI DNBSEQ E, care poseda caracteristici și posibilități asemănătoare cu Illumina iSeq-100. 

Dorim să accentuăm atenția pe fapt că în panelul nostru sunt numai 50 de gene iar prețul 

investigării este 33200 de lei, dar în laboratoarele private comerciale, ca exemplu în Genomed, Rusia 

paneluri includ mai mult de 400 de gene și investigația cu aceste panele costa vreo 9000 de lei. 

A fost testată sistema pentru determinarea mutațiilor în gena DMD, bazată pe metoda QF PCR, 

care permite determinarea nu numai delețiilor exonilor, dar și duplicațiilor sau delețiilor în secvența 

codificatoare mai mici, decât un exon. Sistema aceasta este mai simplă, decât cea bazată pe MLPA și 
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conține numai doi pași: amplificarea și foreza capilară. Sistema va fi perfecționată prin lărgirea 

spectrului exonilor testate și creșterea specificacității primerilor utilizate. 

Această sistemă este mai simplă, ieftin ă și consuma mai puțin reagenți decât metoda MLPA și 

este mai rapidă decât reacția MPCR cu electroforeza în gel de poliacrilamidă. 

Au fost efectuate secvențieri prin metoda Sanger a exonilor 14 si 46 a genei LAMA2. Ca rezultat, 

putem conclude că este necesară elaborarea primerilor mai specifici pentru locusurile acestea. 

Au fost elaborate primeri pentru polimorfisme în genele FGFR2, COL6A2, COL6A3, GAA, 

RYR1, SSR4, TPM2, FOXP3, ATXN2, CACNA1A, EIF2AK4 care au fost găsite la pacienți prin 

secventierea NGS sau la care pacienți sunt suspecți. 

3. Cele mai relevante realizări obținute în cadrul proiectului. 

În cadrul Proiectului, a fost creat parteneriatul naţional în domeniul geneticii moleculare între 

LGMU IMSP IMC şi LIG IMSP IO, care a permis realizarea obiectivelor cu utilizarea echipamentului 

din cadrul Institutului Oncologic și reactivele IMSP IMC. Au fost eficientizate metode de diagnostic al 

maladiilor mitocondriale, neuroereditare și metabolice prin qPCR, QF-PCR, secvențierea Sanger. Au 

fost elaborate și procurate 2 panele de diagnostic a maladiilor neuromusculare și metabolice prin 

secvențierea de nouă generație (NGS). A fost calculat prețul în cazul efectuării unei investigații NGS 

Ion Torrent pentru un panel pentru un pacient – 33.200 MDL. 

4.  Participarea în programe și proiecte internaționale (ORIZONT 2020, COST…), 

inclusiv propunerile înaintate/proiecte câștigate în cadrul concursurilor 

naționale/internaționale cu tangența la tematica proiectului. 

A fost elaborat draftul pentru propunerea de proiect H2020, ”Marie Skłodowska-Curie Innovative 

Training Networks” (H2020-MSCA-ITN-2019), data limită pentru aplicare – 15 Ianuarie 2019. 

Propunerea prevede antrenarea tinerilor cerecetători în domeniul Erorilor Înnăscute de Metabolism, în 

special Dereglărilor Congenitale de Glicozilare (CDG) prin traininguri și schimb de experiență în țările 

implicate în consorțium (Olanda și România).  

5. Colaborări științifice internaționale/naționale. 

Pe parcursul perioadei raportate în cadrul colaborării științifice naționale au fost efectuate  

 6 ședințe în cadrul IMSP IO, Laboratorul Imunogenetic pentru însușorea metodei NGS. 

 Participare la conferința Științifică a Studenților și Masteranzilor cu participare internațională 

„Viitorul ne aparține”, ediția a VIII-a, 25 aprilie 2018 p.39. Universitatea de Stat „Dimitrie 

Cantemir”. 

În cadrul colaborării științifice internaționale cu grupul de cercetare în genetică mediacală a 

Universității de Medicină și Farmacie ,,Victor Babeș” am participat la al V-lea Congres de Genetică 
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Medicală cu participare internaţională din Gura Humorului, (26-28 septembrie 2018) și Timișoara 

(2019) cu prezentări orale. Pe parcursul congresului am participat la Cursul practic de genetică clinică 

„Semne evocatoare în genetica clinică” Gura Humorului, România, 24-25 septembrie 2018. 

 În 2019 au fost stbilită colaborări științifice cu: 

- Dr. Mihaela Stoican (București, România) cu privire la tratamentul pentru Distrofia Musculară 

Duchenne – Ataluren (pentru mutații punctiforme ce provoacă MDD, identificate prin NGS). 

- Dr. Volodymyr Vysotskyi, Centrul educațional și cercetare: Ucrainian Family Medicine Training 

Center, Universitatea de Medicină Bogomolets, Kiev, Ucraina cu privire la cercetare comună în 

domeniul maladiilor multifactoriale în viitor între Ucraina și Moldova. 

- Prof. Limborskaya Svetlana, Institutul de Genetică Moleculară, Moscova Rusia cu privire la 

cercetări molecular-genetice ulterioare. 

- profesorul Borut Peterlin, directorul Institutului Clinic de Genetică Medială din Ljubljana, cu 

privire la cercetări molecular-genetice ulterioare. 

- profesorul Daniel Petrovic de la Universitatea Ljubljana, cu privire la cercetări molecular-

genetice ulterioare. 

- profesorul Ioana Mozos de la Universitatea de Medicină și Farmacie Victor Babeș din 

Timișoara, cu privire la cercetări molecular-genetice ulterioare. 

În cadrul deplasărilor efectuate au fost evidențiate următoarele concluzii:  

Toată activitatea științifică și clinico-practică care a fost prezentată la congresul științific 

internațional ” Генетика ХХI века” în perioada 24-28.05.2019 a oferit posibilitatea de a realiza care 

este direcția țărilor din CSI a Federației Ruse în ceea ce privește domeniul ocrotirii sănătății și geneticii 

umane, și anume studiul unor întrebări actuale în toată lumea. Fiecare stat este concentrat spre 

dezvoltarea geneticii umane, abordarea și tratamentul individualizat a maladiilor genetice la nivel cu 

cerințele practice, deasemenea se pune accentul pe screeningul prenatal și neonatal al maladiilor cu 

incidență ridicată pentru fiecare populație, modelarea, la nivel de studii, a diferitor procese mutaționale 

spre perceperea formării și totodată reglării a acelor activități vitale implicate în redactare genomică, 

oncogenetică, tratament individualizat, terapii genice și studii prenatale. 

În mod similar, s-a pus accentul pe abordarea maladiilor rare, orfane și rețelele europene de 

referință implicate în studiul acestora împreună cu rolul colaborării internaționale.  

Aspectul bioetic al abordării terapiilor genice, al implicării pacienților în diferite studii și 

informarea acestora cu rezultatele obținute a reprezentat un punct forte în cadrul congresului, fiind 

prezentate protocoale adiționale la Convenția Drepturilor Umane Biomedicină, privind Testarea 

Genetică în Scopuri de Sănătate.  

În urma participării, s-a cocluzionat necesitatea fortificării geneticii de laborator, prin dezvoltarea 

metodelor de diagnostic cum ar fi NGS, CGH array, FISH, lărgirea spectrului mutațional prin 
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abordarea diagnosticului din punct de vedere a principiilor “O genă - diferite moduri de transmitere”, 

și/sau “O genă-diferite fenotipuri” și “O maladie-mai multe gene implicate”, utilizarea softurilor 

predictive (de exemplu CLINIFACE) și de analiză statistică, ceea ce se reflectă în prezentul proiect. 

 De asemenea fortificarea geneticii medicale prin dezvoltarea colaborării internaționale, cu 

abordarea terapiilor și standardelor de ingrijire internaționale și utilizarea nemijlocită a principiilor 

etice. 

S-a mai efectuat o altă deplasare în orașul Bertinoro, Italia, în perioada 27.04-05.05.2019 în 

scopul participării la cursul organizat de societate Europeană de genetică umană „Clinical Genomics 

and NGS”.  

În cadrul cursului au fost audiate o serie de prezentării şi workshopuri specializate care aveau ca 

scop instruirea tinerilor specialişti în domeniul geneticii medicale şi în special în utilizarea tehnicii 

NGS în diagnosticul patologiilor ereditare şi cancerului. 

Prezentările accentuau necesitatea utilizării tehnicii NGS ca prima linie de diagnostic a 

patologiilor ereditare şi în special se recomanda analiza triple adică probandului, mamei şi tatălui. 

Tripla analiză permite identificare varintelor de novo depistate la proband în conformitate cu statistica 

vârstei înaintate a tatălui. La momentul actual trendul de baza în diagnosticul molecular genetic îl 

deţine secvenţierea întregului exom, care conform datelor din Centrul Medical Universitar Radbound 

Nijmegen are acelaşi preţ ca 3 secvenţiere după metoda lui Sanger. Dar dacă costul unei analize de 

scvenţiere va continua să scadă, treptat, comunitatea ştiinţifică va începe utilizarea pe scară largă a 

secvenţierii întregului genom care la rândul său va eficientiza diagnosticul prin posibilitatea de a 

cerceta partea necodantă a genomului uman. 

În plus a fost discutat despre cerinţele minimale pentru diagnosticul molecular genetic a bolilor 

ereditare bazat pe tehnica NGS cum ar fi acoperirea înaltă de 95-99%, numărul mai mare de read-uri 

(pentru Exome – 80X, genome – 50X). Din cauza read-urilor scurte exonul 1 de obicei este secvenţiat 

mai rău fiindcă regiunea acesta este bogată în sevenţe GC. Utilizarea unor read-uri mai mare va ajuta la 

eliminarea acestor dificultăţi.  

O mare parte din workshop-uri au fost axate pe analiza datelor primite de la NGS şi interpretarea 

rezultatelor. În cadrul acestor workshop-uri a fost posibilă analizarea datelor obţinute de la secvenţierea 

întregului exom, identificarea mutaţiilor patologice din 130 de mii de viariante genetice identificate la 

acel pacient. În acest scop, participanții au fost familiarizaţi cu bazele de date ExaC, GnomAD, 

Decipher etc şi cu instrumentele de predicţie a patogenităţii ca Sift şi PolyPhen. 

Astfel, dacă până la momentul actual în comunitatea ştiinţifică se utiliza secvenţierea de nouă 

generaţie (NGS) pentru stabilirea secvenţei codificatoare a genomului (Whole Exome Sequence) acum 

tot mai mult apar lucrări bazate pe secvenţierea întregului genom (Whole Genome Sequence). Aceasta 

este cauzată de creşterea eficienţei identificării mutațiilor, preţului scăzut a analizei, cît şi de accesul la 
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cercetarea regiunii necodificatoare (98% din genom) care răspunde de elementele reglatoare a 

genomului şi care nu sunt încă cunoscute până la capăt. 

Pentru analiza volumului enorm de date generate de NGS sunt dezvoltate diferite programe şi 

baze de date cum ar fi: NCBI, Ensemble, UCSC Genome Browser, IGV, ANNOVAR.  

În scopul implementării noilor metode care sunt utilizate în unităţile ştiinţifice internaţionale este 

necesar procurare echipamentului modern (secvenţiator de nouă generaţie), lărgirea numărului de 

lucrători ai laboratorului care vor fi responsabili de utilizarea echipamentului procurat cât şi de analiza 

volumui enorm de date obţinute în urma secvenţierii de nouă generaţie. Aceste lucrări vor spori 

numărul patologii ereditare diagnosticate la nivel molecular genetic. De asemenea, este importantă 

reanalizarea rezultelor secvenţieii NGS efectuate în alte laboratoare (private sau ştiinţifice) în vederea 

perfecţionării şi menţinerii competenţelor de interpretare a datelor colaboratorilor din domeniul 

molecular genetic. 

A mai fost efectuată o deplasare în orașul Praga, Republica Cehă în perioada 06-10 noiembrie 

2019 în scopul participării la Conferința Internațională „Modern molecular-biochemical merkers in 

clinical and experimental medicine”, organizată de European Scientific Center „Biomarkers” 

(ESCBM). La conferință au participat trei participanți din cadrul proiectului: dr., conf. cercet. Sacară 

Victoria, Dorif Alexandr și drd. Țurcan Doina. Conferința a întrunit cele mai recente descoperiri din 

domeniul geneticii umane, atât fundamentale, cât și aplicative. În cadrul conferinței au fost prezentate 

două 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 și: „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 conferinței 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 și a întrunit în 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 în Jurnalul științific de specialitate oficial al Republicii 

Cehe (număr de înregistrare MK CR E 22955) „Markeri biologici în medicina fundamentală și clinică”, 

ISSN 2570-5911. Conferința a fost alcătuită din 4 sesiuni plenare și 3 master classes pe tematica 

training-ului.  

În cadrul sesiunilor plenare, am audiat diverse prezentări pe tematica modificărilor epigenetice, 

merkeri biologici în inflamație, implicarea micro ARN în tulburările cardiace, biomarkeri în dereglări 
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neurodegenerative și autoimune, markeri biologici în medicina clinică și teoretică ș.a. Scopul principal 

al acestor sesiuni a fost reflectarea și compararea datelor obținute cu alți cercetători în domeniu, 

dicutând rezultatele, noile ipoteze și concepte. 

Conferința a fost realizată la cel mai înalt nivel și a fost deosebit de utilă, atât din punct de vedere 

a cunoștințelor căpătate, cât și din punct de vedere a faptului că am interacționat cu un număr mare de 

cercetători din diferite țări ale Europei, fapt ce ne-a permis să ne împărtășim experiența și opiniile. În 

cadrul training-ului „Algorithms and standards of the biological markers use in the modern medical-

biological studies” am fost familiarizați cu cei mai importanți biomarkeri biochimici și molecular-

genetici utilizați în cardiologie, imunologie, neurologie, boli interne ș.a. În mod similar, am participat la 

discuția cu privire la provocările etice în medicina genomică și cerințele contemporane pentru analiza 

matematică a rezultatelor cercetărilor medicale și biologice. De asemenea, un moment important al 

training-ului a fost dedicat secvențierii de noua generație, în care au fost discutate cele mai noi abordări 

și provocări cu care cercetătorii se întâlnesc la utilizarea NGS. Pe lângă cele menționate s-au discutat 

instrumentele moderne de secvențiere a ADN-ului și politica diverselor state ale Europei, inclusiv a 

unor țări CSI cu privire la tehnicile de secvențiere și a provocărilor de ordin financiar cu care se 

confruntă populația vizavi de prețurile legate de achiziționarea aparatajului și reactivelor utilizate 

pentru secvențierea de nouă generație. 

Pe durata conferinței, am făcut cunoștință cu personalități remarcabile din domeniul geneticii 

moleculare, precum profesorul Borut Peterlin, directorul Institutului Clinic de Genetică Medială din 

Ljubljana, profesorul Daniel Petrovic de la Universitatea Ljubljana, profesorul Ioana Mozos de la 

Universitatea de Medicină și Farmacie Victor Babeș din Timișoara, iar în viitor se propune realizarea 

unor parteneriate în scopul creării unor proiecte bilateral pentru realizarea unui schimb fructuos de 

experiențe și dezvoltarea geneticii umane în Republica Moldova. De asemenea, se propune elaborarea 

și implementarea în practică a metodelor de analiză a microARN-ului, deoarece ultimele studii continuă 

să demonstreze faptul că acesta joacă un rol crucial în reglarea expresiei genelor, controlând diverse căi 

celulare și metabolice, find astfel implicat în diverse patologii genetice și în dezvoltarea proceselor 

canceroase. 

6. Vizite ale cercetătorilor științifici din străinătate. 

 Dr. Mihaela Stoican (București, România) cu privire la tratamentul pentru Distrofia Musculară 

Duchenne – Ataluren (pentru mutații punctiforme ce provoacă MDD, identificate prin NGS), 

18 Octombrie 2019. 

 Dr. Filipenco M. (Novosibirsk, Rusia). Training cu privire la analiza molecular genetică prin 

tehnica HRM (High Resolution Melting), Aprilie 2019. 

 În perioada 16-18 mai 2018, s-a realizat vizita echipei române la Chişinău. Echipa a fost 

formată din 4 membri: Prof. Marius Raica – Rector; Prof. Maria Puiu – șef Centrul de 
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Medicină Genomică; Dr. Nicoleta Andreescu  - colaborator Centrul de Medicină Genomică; 

Dr. Simona Farcas – colaborator Centrul de Medicină Genomică.  

7. Teze de doctorat/postdoctorat susținute pe parcursul realizării proiectului. 

18 octombrie 2019 a fost susținută teza de doctor habilitat în Științe biologice, Specialitatea 

genetica omului și animalelor 162.02 de către dr. Sacară Victoria. Au fost obținute date noi despre 

particularitățile molecular-genetice ale DMD/B, SMA și NSME 1A, pe un eșantion de pacienți din 

Republica Moldova. A fost argumentat sistemul de prognozare a gravităţii decurgerii bolii la copiii cu 

DMD/B/B, bazat pe analiza impactului deleţiilor din gena DMD, a variantelor polimorfe a genelor 

ciclului folat-metioninic (CFM) şi a sintazei oxidului nitric în dezvoltarea bolii. Au fost stabilite tipurile 

şi puterea de interacţiune a patternului genelor polimorfe ale ciclurilor folat (MTHFR) şi metioninic 

(MTR, MTRR) şi a genei eNOS în DMD/B, precum și rolul lor în formarea componentelor genetice 

(modificatoare), concomitent cu mutaţiile din gena distrofinei în progresarea procesului patologic, 

acestea fiind un criteriu de gravitatea procesului miopatic.  

8. Manifestări științifice organizate la nivel național/internațional.  

În anii 2018 și 2019 în data de 28 Februarie, am organizat Conferinţa naţională „Ziua Bolilor 

Rare”, IMSP Institutul Mamei şi Copilului, or. Chişinău când aceasta se marchează la nivel 

international.  La eveniment au particicpat medici şi rezidenţi, s-a organizat un flash-mob în susţinerea 

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

http://www.rarediseaseday.org/event/moldova-republic-of/2017 şi diseminat pe  portalurile de ştiri 

autohtone. Organizatori: Hlistun Victoria, Coliban Iulia, Boiciuc Chiril, Țurcan Doina, Dorif Alexandr, 

Blaniță Daniela, Ușurelu Natalia, Sacară Victoria; 

9. Aprecierea activității științifice promovate la executarea proiectului (premii, 

medalii, diplome etc.). 

Nu sunt 

10. Rezumatul raportului cu evidențierea rezultatului, impactului, 

implementărilor, recomandărilor. 

În cadrul proiectului a fost creat parteneriatul naţional în domeniul geneticii moleculare între 

LGMU IMSP IMC şi LIG IMSP IO, care a permis realizarea obiectivelor cu utilizarea echipamentului 

existent în Laboratorul Imunogenetic din cadrul Institutului Oncologic și reactivele procurate de către 

Lab. De Genetică Moleculară Umană al IMSP IMC. Au fost eficientizate metodele de diagnostic al 

maladiilor mitocondriale (ARMS-PCR), neuromusculare (MDD prin QF-PCR, SMA prin QPCR) și 

http://www.rarediseaseday.org/event/moldova-republic-of/2017
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metabolice, (secvențiere Sanger). Au fost elaborate și procurate 2 panele (ce conțin 50 de gene) pentru 

diagnosticul maladiilor neuromusculare și metabolice prin secvențierea de nouă generație (NGS). Acest 

tip de diagnostic molecular genetic prin elaborarea panelurilor de secvențiere de tip NGS eficientizează 

stabilirea diagnosticului corect și dezvoltarea medicinei de precizie. Au fost analizate caracteristicile 

tehnice și consumabilele utilizate cu calcularea prețului în cazul efectuării unei investigații NGS Ion 

Torrent pentru un panel (50 gene) pentru un pacient – 33.200 MDL. Acest preț este considerat foarte 

mare pentru a putea fi adăugat ca serviciu în lista serviciilor asigurate de CNAM. 

În această perioadă au fost elaborați primeri specifici pentru identificarea mutațiilor în gene selectate 

pentru cercetare care pot fi supuși procesului de brevetare.  

Algoritmele de diagnostic care au fost elaborate în studiu permit creșterea eficacității 

diagnosticului molecular genetic. Lărgirea spectrului tehnicilor şi metodelor noi de genetică-genomică: 

secvenţiere de nouă generaţie (NGS) şi secvenţierea Sanger, analize qPCR, bioinformatică permite 

acces tuturor cetăţenilor Republicii Moldova spre medicina contemporană, prin accentuarea conceptului 

medicinei de precizie bazată pe 4P (preventivă, predictivă, personalizată şi participativă) cu 

eficientizarea planificării familiale, predicţia apariţiei maladiilor ereditare. Au fost perfecționați 

specialiştii în domeniul metodelor şi tehnologiilor inovaţionale genetic-moleculare, utilizate în studiul 

medicinei de precizie, în cadrul diverselor conferințe, congrese internaționale, forumuri științifice. În 

anii 2018 și 2019 în data de 28 Februarie, am organizat Conferinţa naţională „Ziua Bolilor Rare”, IMSP 

Institutul Mamei şi Copilului, or. Chişinău când aceasta se marchează la nivel international.  La 

eveniment au particicpat medici şi rezidenţi, s-a organizat un flash-mob în susţinerea cercetărilor bolilor 

rare. Evenimentul a fost inregistrat pe site-ul EURORDIS 

http://www.rarediseaseday.org/event/moldova-republic-of/2017 şi diseminat pe  portalurile de ştiri 

autohtone. Deasemenea prin rapoartele colaboratorilor din proiect au fost diseminată informaţii privind 

abordarea practicii medicale prin implicarea geneticii-moleculare.  

Colaboratorii au participat la organizarea unei conferințe naționale pe Boli Rare, au participat la 8 

evenimente  internaționale  cu prezentari orale și de postere. În total au fost 10 prezentări orale la 

conferințe naționale și 8 prezentări orale la conferințe internaționale 

 Au fost aprobate materialele a 2 teze de doctorat la Comisia de Etică și au fost înmatriculați încă 3 

doctoranzi în Școala Medicală Doctorală.  

http://www.rarediseaseday.org/event/moldova-republic-of/2017
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Acest proiect sta la baza formării unei viziuni contemporane a medicilor practicieni asupra cauzelor şi 

procesul evolutiv al maladiilor. Recomandări:   

 se propune de a fi procurat un alt aparat, de exemplu  Illumina versiunea Iseq100 pentru tehnica de 

secvențiere NGS deoarece utilizarea aparatului și reagenților pentru tehnica Ion Torrent este foarte 

scump în procesul utilizării. 

 diagnosticul prin panel de secvențiere prin NGS ar trebui să fie propusă pentru a fi asigurată către 

CNAM. 

 

11. Concluzii. 

1. Au fost organizate cu succes ședinţele de către membrii echipei participanți ai proiectului din 

cadrul IMSP Institutul Mamei și Copilului și IMSP Institutul Oncologic, care au avut ca scop 

asigurarea implicării partenerilor, motivarea şi încurajarea lor să lucreze în cooperare. 

2. Au fost implementate noi tehnici molecular-genetice, precum HRM, QPCR, Arm-QPCR, QF-

PCR în diagnosticul maladiilor neuromusculare, mitocondriale și metabolice spre dezvoltarea 

medicinei de precizie. 

3. Au fost elaborate şi procurate 2 panele de diagnostic a maladiilor neuromusculare și metabolice 

prin secvențierea de nouă generație Ion Torrent. 

4. A fost obținut accesul pentru utilizarea bazelor de date genomice internaționale și aceste baze de 

date au fost suplinite cu datele noi autohtone. 

5. Au fost perfecționați specialiştii în domeniul metodelor şi tehnologiilor inovaţionale genetic-

moleculare, utilizate în studiul medicinei de precizie, în cadrul diverselor conferințe, congrese 

internaționale, forumuri științifice. 

6. Se propune a colabora cu partenerii din domeniul geneticii din țările CSI și Federația Rusă și 

Europa în vederea creșterii capacității cercetătorilor din Republica Moldova în domeniul 

geneticii moleculare, citogenetice și medicale. 

7. Prețul investigării a 50 de gene pentru un om prin utilizarea platformei IonTorrent PGM este 

foarte înaltă pentru încluderea în CNAM. Pentru uz de rutina trebuie să fie utilizată sistema mai 

ieftină cum ar fi Illumina sau MGI. 
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Anexa nr. 2 

LISTA  

lucrărilor publicate  

 

Lista publicaţiilor se prezintă în ordine alfabetică şi va fi structurată separat  

– monografii (naţionale / internaţionale),  

– manuale/ dicţionare/ lucrări didactice (naţionale / internaţionale),  

– capitole în monografii şi culegeri (naţionale / internaţionale),  

– 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 în străinătate,  

– articole din reviste naţionale: 

• categoria A,  

• categoria B,  

• categoria C, 

– articole din alte reviste naţionale  

– articole în culegeri (naţionale / internaţionale), 

– materiale ale conferințelor (naționale / internaționale). 

în conformitate cu cerințele ANACEC și standardele naționale. 

  

 Capitole în monografii şi culegeri: 

SACARĂ V., UȘURELU N., PUIU M., FARCAȘ S., CHIRIȚĂ-EMANDI A., 

ANDREESCU N., BARBOVA N., EGOROV V., BLĂNIȚĂ D., BOICIUC C., HLISTUN 

V., COLIBAN I., DORIF A., ȚURCAN D. Ghid practic Metode de diagnostic clinic și 

laborator în genetica medicală. Editura Baster Media. Chișinău, 2019. 74 p. ISBN 978-

9975-3296-0-6. 

PUIU M., FARCAȘ S., ANDREESCU N., DOBRESCU A., TIUGAN D., TUȚAC P, 

SACARĂ V., UȘURELU N., COLIBAN I., HLISTUN V., BOICIUC C., DORIF A., 

ȚURCAN D., BLĂNIȚĂ D., BARBOVA N., EGOROV V. Abordarea bolilor genetice prin 

screening și diagnostic pre- și postnatal. Editura „Victor Babeș”. Timișoara, 2019. ISBN 978-606-786-

109-9. 

 Materiale ale conferenților : 

BLĂNIŢĂ, D., BOICIUC, C., SACARĂ,V., STAMATI, A., MORAVA, E., LEFEBER, 

D., WEVERS, R., UȘURELU, N. Erori ale metabolismului carbohidraţilor: dereglările 

congenitale ale glicozilării. Școala Medicală Pediatrică, ediţia a VI-a, Iași, 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 în Moldova. European Human Genetics 

Conference, 2018, E-P07.09 

BLĂNIŢĂ, D., BOICIUC, C., SACARĂ,V., STAMATI, A., MORAVA, E., LEFEBER, 

D., WEVERS, R., UȘURELU, 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 Iulia, TURCAN Doina, EGOROV Vladimir, DUCA 

Maria, GROPPA Stanislav. Exon Deletion Pattern in Duchenne/Becker muscular 

dystrophy (DMD/B) in Republic of Moldova. Revista Română 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 în WAS gene. Revista 

Română de Boli Rare, Supplement 1/2018. Pag. 64-65. ISSN 2068-58822018.2018. 

COLIBAN Iulia, BALAN Veronica, TURCAN Doina, SACARA Victoria. Detection of 

deletions or duplications în the moldovan patients with Duchenne/Becker Muscular 

Dystrophy and the efficiency of MLPA over Multiplex PCR. Revista Română de Boli 

Rare, Supplement 1/2018. Pag. 88. ISSN 2068-588220182018. 

DORIF A., GORDUKOVA M., FILIPENKO M., SACARĂ 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., SACARĂ V, FILIPENKO M. Utilization of TREC and 

KREC quantification for immune deficiencies research in Moldova În 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. În Biological 

markers in fundamental and clinical medicine. Collection of abstracts, vol. 3, nr.1, 2019. 

p. 108. ISSN 2570-5911. 

 

*data publicării (anul-luna-data) 

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

 

 

 

 

Conducătorul  proiectului Sacară Victoria, dr. hab. șt. bio.______  __________________ 
                          (nume, prenume, grad, titlu științific)                     (semnătura) 
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Anexa nr. 3 

 

Participări la manifestări științifice naționale/internaționale 

 

Nume, prenume participant, date privind manifestarea științifică (denumire, data, loc), titlul comunicării 
susținute. 

 

• Prezentări orale la conferințe naționale: 

1. Coliban Iulia − „Ziua Bolilor Rare”, 28 Februarie 2018, IMSP Institutul Mamei şi Copilului, or. 

Chişinău”Aspecte clinice și genetic-moleculare ale sindromului Rett’’; 

2. Țurcan Doina − „Ziua Bolilor Rare”, 28 Februarie 2018, IMSP Institutul Mamei şi Copilului, or. 

Chişinău „Implementarea metodei de diagnostic molecular-genetic al sindromului Wiskott-

Aldrich la pacienții din Moldova”; 

3. Boiciuc Chiril − „Ziua Bolilor Rare”, 28 Februarie 2018, IMSP Institutul Mamei şi Copilului, or. 

Chişinău „Dereglări congenitale ale glicozilarii drept cauză în afecțiuni multisistemice”;  

4. Ușurelu Natalia − „Ziua Bolilor Rare”, 28 Februarie 2018, IMSP Institutul Mamei şi Copilului, 

or. Chişinău”ABC” – ul Erorilor Înnăscute de Metabolism”; 

5. Blăniță Daniela − „Ziua Bolilor Rare”, 28 Februarie 2018, IMSP Institutul Mamei şi Copilului, 

or. Chişinău”Maladia Gaucher: oportunități de diagnostic și tratament”; 

6. Sacară Victoria – „Ziua Bolilor Rare”, 28 Februarie 2018, IMSP Institutul Mamei şi Copilului, 

or. Chişinău”Diagnosticul molecular-genetic al bolilor rare in Moldova”; 

8. Dorif Alexandr – „Ziua Bolilor Rare”, 28 Februarie 2018, IMSP Institutul Mamei şi Copilului, 

or. Chişinău”Screening-ul imunodeficientelor primare prin metoda qPCR (TREC/KREC)” 

10. Ușurelu Natalia - Simpozionul organizat de Societatea de Obstetrică și Ginecologie, 23.02.2018. 

din Republica Moldova ”Recomandările OMS privind îngrijirea prenatală pentru o sarcină 

sănătoasă”, ”Rolul acidului folic în dezvoltarea fătului”. 

11. Victoria Sacara – Săptămânalul Neurogenetica, 30 aprilie – 3 mai 2018, Chișinău, Republica 

Moldova: ”Investigațiile în suspecția patologiilor ereditare”. 

12. Țurcan Doina – Conferința Științifică a Studenților și Masteranzilor cu participare internațională 

„Viitorul ne aparține”, ediția a VIII-a, 25 aprilie 2018 p.39. Universitatea de Stat „Dimitrie 

Cantemir”: „Genotype and phenotype correlation of Wiskott-Aldrich Syndrome”. 

13. Boiciuc Chiril Conferinţa naţională „Ziua Bolilor Rare”, 28 Februarie 2019 IMSP Institutul 

Mamei şi Copilului, or. Chişinău. – „Fenilcetonuria de la screening la precizări genetice”  

14. Coliban Iulia − „Ziua Bolilor Rare”, 28 Februarie 2019, IMSP Institutul Mamei şi Copilului, or. 

Chişinău, R. Moldova “Atrofia Musculară Spinală: Noutăți și Perspective”   
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15. Sacară Victoria – „Ziua Bolilor Rare”, 28 Februarie 2019, IMSP Institutul Mamei şi Copilului, 

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

 

Prezentări orale la conferințe internaționale 

1. Sacară Victoria – congress „Генетика XXI века”, 26-28 mai 2019 Moscova, Rusia, 

„Медикогенетическая служба в р. Молдова” 

2. Coliban Iulia – V-lea Congres de Genetică Medicală cu participare internaţională 25-28 

Septembrie 2018, Gura  Humorului, România „Detection of mutations in the Moldovan Patients 

with Duchenne/Becker muscular dystrophy and the efficiency of MLPA over Multiplex PCR”; 

3. Blăniță Daniela – V-lea Congres de Genetică Medicală cu participare internaţională 25-28 

Septembrie 2018, Gura Humorului, România „The variability of screening criteria în Congenital 

disorders of glycosylation”; 

4. Țurcan Doina  – V-lea Congres de Genetică Medicală cu participare internaţională 25-28 

Septembrie 2018, Gura Humorului, România „Wiskott-Aldrich Syndrome (WAS): A case 

report with a splicing mutation în WAS gene”; 

5. Sacară Victoria – V-lea Congres de Genetică Medicală cu participare internaţională 25-28 

Septembrie 2018, Gura Humorului, România „Genetic spectrum of Duchenne and Becker 

muscular dystrophy în Moldovan patients”. 

6. Ușurelu Natalia – Cursul practic de genetică clinică „Semne evocatoare în genetica clinică” 24-

25 septembrie 2018,  Iaşi, „Intoduction to inborn errors of metabolism”.  

7. Turcan D., Andries L., Dorif A., Sacara V., - Conferința Internațională „Modern molecular-

biochemical merkers in clinical and experimental medicine”, organizată de European Scientific 

Center „Biomarkers” (ESCBM),  7-9 noembrie 2019, Praga, Cehia. „Clinical and molecular 

characteristics of 3 moldavian children with Wiskott-Aldrich syndrome” 

8. Dorif A., Andries L., Sacara V., Filipenco M. – Conferința Internațională „Modern molecular-

biochemical merkers in clinical and experimental medicine”, organizată de European Scientific 

Center „Biomarkers” (ESCBM),  7-9 noembrie 2019, Praga, Cehia „Utilization of TREC and 

KREC quantification for immune deficiencies research in Moldova”. 

 

 

 
 

Conducătorul  proiectului Sacară Victoria, dr. hab. șt. bio.______  __________________ 
                          (nume, prenume, grad, titlu științific)                     (semnătura) 

    

 

 


