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INTRODUCERE

De la lansarea Proiectului Genomului Uman (Human Genome Project) au trecut mai
bine de 25 de ani. La finalizarea acestui eveniment remarcabil Tn istoria medicinei, Tn aprilie
2013, autorii proiectului afirmau ca era genomica a devenit realitate (1); o erd genomica ce a
permis identificarea cu usurintd a genelor responsabile pentru transmiterea bolilor genetice
mendeliene, dar, poate mai important, o erd genomica in care elucidarea modului in care sunt
organizate retelele genice si proteice, stabilirea modului Tn care acestea contribuie la fenotipul

microscopic (celular) sau macroscopic, este un obiectiv realizabil.

Astfel, In ultimii 10 ani o parte consistenta a cercetarii stiintifice s-a dedicat identificarii
contributiei genetice in bolile considerate comune (cardiovasculare, metabolice, reumatice).
Descifrarea factorului genetic pentru aceste boli, in care factorii de mediu sau de comportament
au propria lor contributie, nu este deloc usoara: definirea unui genotip si fenotip valid biologic,
cuantificarea expunerii la factorii non-genetici (de mediu sau de comportament), sunt doar

cateva dintre probleme (1).

Cu toate acestea, proiecte ca HapMap (http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/

whatishapmap.html) sau 1000 Genomes Project (2) au realizat o hartd a variantelor genetice

comune si a variatiilor lor in diverse populatii ale lumii. Ele oferd cercetatorilor informatia
necesard pentru a realiza conexiuni intre diverse variante genetice si riscul de a dezvolta o
anumitd boald. De exemplu, 1000 Genomes Project a reconstruit genomul a peste 2 500 de
indivizi din 26 de populatii, identificind 84,7 milioane de polimorfisme mononucleotidice

(single nucleotide polymorphisms — SNPs) (2).

Un polimorfism mononucleotidic reprezintd forma cea mai simpla de variatie a ADN-
ului genomic intr-o populatie, constand in variatia unei singure perechi de baze (adenina-timina
sau citozind-guanind) intr-un anumit locus al secventei ADN, cu conditia ca fiecare varianta
alelica (genica) sa aiba frecventa de minim 1% in acea populatie (3). Alela sau varianta genica
cu frecventa mai ridicata poarta denumirea de alela majora, comuna sau wild type, in timp ce

alela cu frecventa mai scazuta poartd denumirea de aleld minora sau varianta.


http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/%20whatishapmap.html
http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/%20whatishapmap.html
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ale unei boli multifactoriale ofera noi perspective etiopatogenice ce pot duce la o intelegere
mai exactd a mecanismelor care stau la baza ei. Insd nu numai variante genice implicate in
susceptibilitatea de boald pot fi identificate. Descoperirea de variante alelice care influenteaza
raspunsul la tratament (atat in privinta succesului terapeutic, dar si al posibilelor reactii
adverse) este un alt domeniu de cercetare foarte actual pe masurd ce medicina personalizata si

farmacogenomica capata din ce in ce mai multa importanta in medicina moderna (3).

Detectarea precoce a bolii poate fi un alt beneficiu rezultat din studiile genetice, daca
este identificat un profil biologic molecular al stadiilor precoce bazat pe analiza expresiei

genice si proteice (1).

Genomica ofera posibilitatea unei Intelegeri mai exacte a cailor biologice/moleculare
si, in ultima instanta, a fiziopatologiei unei boli multi-genice, lucru ce deja contribuie la modul
in care noile strategii terapeutice pentru o anume boala sunt formulate. Tinte moleculare precise
pot fi atinse acum cu ajutorul anticorpilor monoclonali, ce si-au dovedit eficacitatea in multiple
boli autoimune sau in cancer. Dezvoltarea de teste genetice pentru depistarea predispozitiei de
boala este un alt beneficiu al studiilor genetice. Forma de boala, severitatea sau prognosticul ei
pot avea o cheie genetica care se poate dovedi o informatie utila pentru medici In abordarea

strategiilor terapeutice individualizate pentru fiecare pacient (3).

Spondiloartritele seronegative (SASN) sunt un grup de boli reumatice inflamatorii care
prezintd similaritati clinice dar si genetice, asocierea cu HLA-B27 fiind cea mai cunoscuta
dintre ele (4). De altfel, determinarea antigenului HLA-B27 este una dintre investigatiile
paraclinice utile in diagnosticul acestui grup de boli. Desi considerate boli multi/oligogenice
de mai mult timp (5), doar in ultimii 10 ani gene din afara complexului major de
histocompatibilitate (CMH) au fost identificate ca fiind asociate cu boli apartinand acestui

grup, in special cu spondilita anchilozanta (6, 7).

Aceasta teza de doctorat si-a propus identificarea particularititilor genetice ale
spondiloartritelor seronegative la pacientii din Roménia. in doui studii caz-control au
fost analizate mai multe polimorfisme mononucleotidice apartinind genelor ERAP2 si
IL1A la pacienti cu spondiloartrita seronegativa, un al treilea studiu investigind alelele
KIR3DL1/KIR3DS1 la pacientii HLA-B27 pozitivi cu spondilita anchilozanta (SA). Toate
cele trei studii de asociere genetica au analizat gene a caror contributie la riscul de
spondiloartriti seronegativa si spondilitd anchilozantid nu a mai fost cercetati in

Romania.
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OBIECTIVE

Asa cum reiese si din titlul acestei teze de doctorat, obiectivul propus a fost identificarea
catorva aspecte importante ce formeaza profilul imunogenetic al pacientilor cu spondiloartrita
seronegativa si in special al celor cu spondilitd anchilozantd si artritd psoriazica, stiut fiind
faptul ca aceste doua patologii formeaza cel mai important contingent al pacientilor cu SASN.
Elementele imunogenetice urmadrite constituie o premiera pentru populatia noastrd, ele

nemaifiind investigate in Romania la pacienti cu SASN, SA sau artrita psoriazica (AP).

Numadrul total de subiecti ce au fost inclusi in studiile ce compun aceastd lucrare a fost
de 464, distribuiti dupa cum urmeaza: 271 pacienti ce au respectat criteriile de clasificare pentru
SASN, dintre care: 158 pacienti diagnosticati cu SA, 100 pacienti diagnosticati cu AP, 13
pacienti diagnosticati cu spondiloartrita nediferentiata (SAND) si 193 martori sanatosi. La
aceste loturi extinse de pacienti si de martori au fost investigate in doud studii de asociere
genetica de tip caz-control cateva polimorfisme mononucleotidice ale genelor ERAP2 si
respectiv IL1A in relatie cu riscul de spondiloartrita seronegativa. Pentru doua loturi mai reduse

de pacienti si de martori a fost analizat impactul genelor KIR asupra riscului de SA.

Studiile din componenta acestei teze de doctorat sunt:
= ASOCIEREA POLIMORFISMELOR GENEI ERAP2 CU SPONDILOARTRITELE
SERONEGATIVE LA PACIENTII HLA B27 NEGATIVI
= POLIMORFISMELE GENEI IL1IA LA PACIENTII ROMANI CU
SPONDILOARTRITE SERONEGATIVE
= ALELELE KIR3DL1/KIR3DS1 INFLUENTEAZA RISCUL DE SPONDILITA
ANCHILOZANTA LA INDIVIZII HLA-B27 POZITIVI

O cercetare de asemenea anvergurd a fost posibild doar cu sprijinul unor institutii
nationale (UMF "Carol Davila," Bucuresti — Disciplina de Imunologie si Fiziopatologie din
cadrul Facultatii de Medicina, Spitalul "Dr. 1. Cantacuzino", Bucuresti — Departamentul de
Reumatologie si Medicina Interna, Spitalul "Sfanta Maria", Bucuresti — Departamentul de
Reumatologie si Medicind Interna, Institutul National de Transfuzii Sanguine "Prof. Dr. C.T.
NICOLAU", Bucuresti — Laboratorul HLA, Muzeul National de Istorie Naturald "Grigore
Antipa" Bucuresti) si internationale (Spitalul Municipal din Belfast, Irlanda de Nord —
Laboratorul de Imunogenetica si Histocompatibilitate). Participarea cu lucrari de specialitate
la conferinte si congrese internationale, dar si publicarea in reviste nationale indexate in baze

de date internationale (CNCSIS B+) a asigurat diseminarea rezultatelor cercetarii.
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BAZA DE DATE, COLECTIA DE ADN, GENOTIPAREA
HLA-B27

Pacientii care au luat parte la cele trei studii care constituie teza de doctorat au fost
internati si diagnosticati cu patologiile de interes in doud Clinici de Medicind Internd si
Reumatologie din cadrul Spitalelor ,,Dr. I.C. Cantacuzino” si ,,Sfanta Maria”, din Bucuresti
intre 2006 si 2015. Pentru a putea fi recrutati in studiu a fost nevoie ca pacientii cu SASN sa
Tndeplineasca criteriile ESSG (8) si respectiv criteriile ASAS pentru formele axiale si periferice
de SASN (9-11), pentru pacientii admisi dupa anul 2011. Totodata, pacientii diagnosticati cu
SA au respectat criteriile New York modificate 1984 (12) in timp ce pacientii cu AP au trebuit
sa indeplineasca criteriile CASPAR (13) pentru a fi admisi in studiu. Diagnosticul de
spondiloartritd nediferentiatd a fost sustinut dacd pacientii au indeplinit criteriile ESSG,
respectiv ASAS pentru formele axiale si periferice de boald, dar nu au intrunit criteriile de
clasificare specificate anterior pentru SA sau AP sau cele pentru artritd reactiva sau

spondiloartritd asociata bolilor inflamatorii intestinale.

Subiectii ce au constituit lotul martor au fost selectati dintre potentialii donatori de
maduva osoasa hematogena inregistrati de Institutului National de Transfuzii Sanguine ,,Prof.
participantii (pacienti, martori sandtosi) au semnat un formular de consimtdmant informat,

studiile avand acordul comisiilor locale de etica.

Unul din cele doud kituri comerciale, mi-Blood Genomic DNA Isolation Kit -
Metabion, Germany si QIAamp DNA Blood Mini Kit Qiagen, Germany a fost utilizat pentru
extractia ADN urmand protocolul specific fiecarui kit. Concentratia si puritatea ADN-ului
genomic extras a fost evaluatd cu ajutorul spectrofotometrului NanoDrop ND-1000
(NanoDrop Technologies, USA).

Genotiparea HLA-B27 a fost realizata pentru 175 martori sanatosi (rata de genotipare
= 90,67%), 158 pacienti cu SA (rata de genotipare 100%), 99 pacienti cu AP (99% rata de
genotipare) si 13 pacienti cu SAND (100% rata de genotipare). Metoda utilizata a fost reactia
de polimerizare in lant cu primeri specifici secventei (PCR-SSP: polymerase chain reaction
with sequence specific primers) folosind doua kituri comerciale: Kitul HLA-B27-SSP low
resolution (Olerup, Sweden) sau kitul AllSet+™ Gold SSP B27 Low-Resolution Kit

(Invitrogen, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, USA).
6
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ASOCIEREA POLIMORFISMELOR GENEI ERAP2 CU
SPONDILOARTRITELE SERONEGATIVE LA
PACIENTII HLA-B27 NEGATIVI

INTRODUCERE

Spondiloartritele seronegative sunt boli inflamatorii reumatismale inrudite, a caror
etiopatogenie complexa a inceput sa fie elucidata in ultimii ani, pe masura ce, din ce In ce mai
multe studii de asociere genetica au identificat noi posibile gene candidat responsabile de
influenta riscului de boala. Spondiloartritele seronegative cuprind un nucleu central format din
spondilita anchilozanta si artrita psoriazicd carora li se adauga artrita reactiva, artrita asociata
cu bolile inflamatorii intestinale, spondiloartrita juvenila, uveita acuta anterioara si

spondiloartrita nediferentiata (14).

Tot mai multe studii recente de asociere genetica au inceput sa identifice gene non-
MHC care influenteaza riscul de a dezvolta spondiloartrite. Polimorfisme mononucleotidice
apartinand genelor ERAPL si IL-23R (7, 15, 16) au fost raportate ca asociate cu SA si SASN
de catre studii de tip asociere genetica largi GWAS (Genome Wide Association Study). Tn
prezent se considerd ca gena ERAP1 contribuie cel mai mult la suspiciunea de SA, dupa HLA-
B27, avand un risc atribuit de 26% (17). Insi asocierea ERAP1 cu SA si cu SASN este strict
limitata la indivizii HLA-B27 pozitivi (16, 18), fapt ce sugereaza cooperarea moleculelor

codificate de aceste gene in etiopatogenia SA.

Desi mai putin studiatd, existd indicii cad gena ERAP2, care codificd o alta
aminopeptidazd din reticulul endoplasmatic cu functie similard si in acelasi timp
complementard ERAPI, se asociazi cu SA. Inci din 2010 Tsui et al. identifici o combinatie
haplotipicd a trei polimorfisme (rs27044[G] rs30187[T] rs2549782[T]), primele doua
apartindnd genei ERAP1 si ultimul apartinand genei ERAP2, ca fiind asociata cu SA familiala
(19). Un studiu foarte recent a raportat asocierea genei ERAP2 cu spondilita anchilozanta la

pacientii HLA-B27 pozitivi si negativi (20).

Obiectivul acestui studiu a fost investigarea a doua polimorfisme
mononucleotidice (rs2910686 si rs2248374) apartinind genei ERAP2 in relatie cu riscul

de boala la pacientii romani cu spondiloartrite seronegative.
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MATERIALE SI METODE

Studiul de tip caz-control a inclus 139 martori sanatosi si 192 de pacienti cu
spondiloartritd seronegativa, dintre care 80 pacienti SA, 99 pacienti AP si 13 pacienti SAND.

Lotul de martori sdnatosi a fost compus din subiecti etnici romani potentialii donatori
de maduva osoasa hematogena aflati in evidenta Institutului National de Transfuzii Sanguine
"Prof. Dr. C.T. NICOLAU", Bucuresti. In lotul martor véarsta medie a fost 37,8 ani, cea mediana
de 35,5 ani, iar raportul barbati : femei = 71 : 68. Pacientii recrutati in acest studiu au fost
diagnosticati Tn Departamentele de Reumatologie si Medicind Internd ale Spitalelor "Dr. 1.

Cantacuzino" si "Sfanta Maria" din Bucuresti.

Cele doua polimorfisme ale genei ERAP2 (152248374 si 1s2910686) au fost genotipate
prin metoda RT-PCR ale carei principii sunt descrise in capitolul urmator. Kiturile comerciale
TagMan® Allelic Discrimination Assays (C_ 25649529 10 si C_ 26382310 10) au fost
folosite pentru genotipare, in conformitate cu protocolul oferit de producator (Thermo Fisher

Scientific Inc, Applied Biosystems™, Foster City, MA, USA) cu mici modificari.

Ambele polimorfisme localizate Tn introni au fost genotipate pentru toti participantii la
studiu cu exceptia unui pacient cu AP pentru care genotiparea polimorfismului rs2910686 nu

a fost posibila.

ANALIZA STATISTICA

Echilibrul Hardy-Weinberg (HWE) a fost evaluat cu ajutorul testului Pearson's chi-
2
squared (Testul X - chi patrat) si a testului Exact Fisher. Pachetul software PLINK 1.9 (21) a

fost folosit pentru calculul statistic al celor doua teste (testul ngi testul Exact Fisher) folosite
n evaluarea HWE. Estimarea haplotipurilor (combinatiile alelice posibile dintre cele douda SNP
studiate) s-a realizat cu programul software PLINK 1.9, iar testele de asociere dintre frecventele
haplotipice din loturile de pacienti si cele din loturile martor s-au realizat cu ajutorul testului

testul Pearson's chi-squared folosind acelasi program software PLINK 1.9 (21).

Au fost comparate frecventele alelice si frecventele genotipurilor pentru fiecare
polimorfism investigat intre loturile martor si loturile de pacienti. Asocierea statistica a fost
evaluata cu ajutorul testului Exact Fisher. Estimarea linkage disequilibrium (LD) prin
calcularea coeficientului r?, ce exprima gradul de corelatie dintre cele doui perechi de loci s-a
realizat de asemenea ajutorul programului PLINK 1.9.

8
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REZULTATE

Atat lotul general de martori sanatosi cat si sublotul martorilor HLA-B27 negativi au
fost in echilibru Hardy-Weinberg pentru ambele polimorfisme mononucleotidice studiate.
HWE s-a mentinut de asemenea pentru toate loturile si subloturile de pacienti atat pentru
polimorfismul rs2248374 cat si pentru 1s2910686. In urma estimarii LD Tn lotul martorilor
sanatosi a fost observata o tendintd moderat-semnificativa de transmitere impreuna a celor doua

alele ale polimorfismelor situate pe loci invecinati, valoarea r2 fiind 0,67.

Intr-o prima analizi a datelor obtinute am comparat frecventele alelice si cele ale
genotipurilor intre lotul general al martorilor sandtosi si lotul general de pacienti cu
spondiloartritd seronegativa. Singura asociere marginala observata (p = 0,08) a fost pentru
purtatorii alelei minore A apartinand polimorfismului rs2248374 (genotipurile AA si AG), care

au fost mai numerosi in lotul pacientilor SASN (77,6%) comparativ cu cel al martorilor (69%).

Cand am comparat sublotul pacientilor SA cu lotul martor general s-a observat
frecventa alelei minore A (polimorfismul rs2248374) aproape identicd in cele doud loturi
(45,6% 1n lotul SA si 45,7% in lotul martor), valoarea p fiind apropiatd de 1 (p = 0,99).
Frecventa alelei minore C (polimorfismul rs2910686) este 38,7% in lotul pacientilor cu SA si
37,4% n lotul martor (p = 0,78). Frecventele genotipurilor urmeaza acelasi trend, de exemplu,
pentru polimorfismul 2248374 frecventa genotipului GG (alela majord) este 30% in lotul

pacientilor cu SA si 31% 1n lotul martor.

Rezultatele devin mai interesante insd, cand analiza implicd subloturi de pacienti fie

complet, fie predominant HLA-B27 negativi.

Astfel, analizdnd lotul de pacienti cu artrita psoriazica, In care proportia de indivizi
HLA-B27 negativi este 79,8%, s-au observat diferente apreciabile in frecventele alelice si in
distributia genotipurilor pentru ambele polimorfisme. Valorile p sunt semnificative statistic
pentru polimorfismul rs2248374 atét in ceea ce priveste frecventa alelei minore A (p = 0,04),
cét si pentru purtatorii alelei minore (genotipurile AA si AG) care au un risc mai mare de a
dezvolta boala (p = 0,02). Pentru cel de-al doilea polimorfism (rs2910686), purtatorii alelei
majore (genotipurile TT si CT), sunt mai numerosi in lotul martor (87,8%) decét in lotul

pacientilor cu AP (77,6%), diferenta ce este semnificativa statistic (p = 0,03).

Asocieri, chiar mai puternice decat cele prezentate, sunt observate in sublotul de

pacienti HLA-B27 negativi cu artritd psoriazica in comparatie cu sublotul martorilor HLA-B27
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negativi, confirmand asocierea polimorfismului rs2248374 cu AP la indivizii HLA-B27
negativi (p = 0,02) si a polimorfismului rs2910686 (p = 0,03). De asemenea, purtatorii alelei
minore (genotipurile AA si AG) ce apartine polimorfismului rs2248374 prezintd un risc crescut
de a dezvolta boala (p = 0,02). Pentru cel de-al doilea polimorfism, frecventa genotipurilor
TT+CT (purtatorii alelei majore) este semnificativ scdzutd in lotul pacientilor HLA-B27
negativi cu AP (76,9%) comparativ cu cea din in lotul martorilor HLA-B27 negativi (89%),

sugerand un efect protector al acestei alele.

Cele mai puternice asocieri de pana acum au fost obtinute pentru polimorfismul
rs2248374 (p = 0,01) in cazul analizei sublotului SASN HLA-B27 negativ versus lotul martor
HLA-B27 negativ, atestdnd asocierea polimorfismului cu SASN la indivizii HLA-B27
negativi. Mai mult, genotipul GG s-a dovedit a avea efect protector impotriva bolii comparat
cu genotipul AA (p = 0,01). De altfel, acest efect protector al genotipului GG a fost observat
nu numai in lotul pacientilor SASN HLA-B27 negativi, ci si pentru loturile pacientilor cu AP
generali, neselectati (p = 0,04) si a celor HLA-B27 negativi (p = 0,02). Indivizii homozigoti
pentru alela protectiva G a polimorfismului rs2248374 sunt aceia la care nivelele proteice ale

ERAP2 sunt absente ca urmare a degradarii ARN-ului mesager (22).

Si in cazul celui de-al doilea polimorfism ERAP2 (rs2910686) frecventa alelei minore
C a fost semnificativ crescuta (46,5%) in lotul SASN HLA-B27 negativ comparativ cu lotul
martor HLA-B27 negativ (36%). Purtatorii alelei majore T (genotipurile TT+CT) sunt mai
putin numerosi in lotul pacientilor HLA-B27 negativi cu SASN (78%) comparativ cu lotul
martorilor HLA-B27 negativi (89%), avand o susceptibilitate mai scazuta la SASN HLA-B27
negative (p = 0,02).

Analiza haplotipurilor reconstruite ale celor doud polimorfisme genotipate a avut
rezultate oarecum asteptate in functie de loturile de pacienti In care aceasta s-a realizat. Astfel,
pentru loturile generale SASN/martori, SA/martori nu a fost observata o distributie diferita a
frecventei haplotipurilor reconstruite. Tn schimb pentru loturile de pacienti SASN HLA-B27
negativi si martori HLA-B27 negativi haplotipul AC al alelelor minore a fost factor de risc
pentru SASN (p = 0,019), 1, timp ce haplotipul alelelor majore GT a fost factor de protectie (p
=0,009).

Si analiza haplotipurilor reconstruite rs2248374[rs2910686 in loturile pacientilor cu
artritd psoriazica arata asocierea dintre acestea si boald, in special in subloturile HLA-B27

negative, atat pentru haplotipul de risc AC (p = 0,26) cat si pentru cel protector GT (p = 0,015).
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DISCUTII SI CONCLUZII

Acesta este primul studiu care investigheazd polimorfisme mononucleotidice
apartinand genei ERAP2 intr-un lot de pacienti cu spondiloartrita seronegativa din Romania.
De altfel, desi polimorfisme ERAP2 au fost investigate in loturi de pacienti cu SA, boala Crohn
sau uveita anterioara, nu sunt studii internationale care sa analizeze relatia genei ERAP2 cu un
lot general de SASN. Rezultatele prezentate dovedesc asocierea celor doud polimorfisme
investigate, Tn special a SNP-ului rs2248374, cu spondiloartrita seronegativa in sublotul de
pacienti HLA-B27 negativi. Mai mult, polimorfismul rs2248374 se asociazd cu artrita
psoriazica (lotul comun — HLA-B27 pozitiv si negativ), in timp ce ambele variante genice
ERAP2 influenteaza riscul de AP la indivizii HLA-B27 negativi de origine romana. Genotipul
homozigot GG al polimorfismului rs2248374 ofera protectie impotriva SASN la indivizii
HLA-B27 negativi si impotriva AP, atat pentru sublotul HLA-B27 negativ, cat si pentru lotul
AP comun, neselectat. Analiza haplotipurilor reconstruite a relevat asocierea cu SASN, n
sublotul pacientilor HLA-B27 negativi, si cu AP, atat in lotul general/neselectat, cat si in lotul
selectat HLA-B27 negativ, haplotipul alelelor minore AC fiind factor de risc pentru patologiile
in cauza, in timp ce haplotipul alelelor majore GT este protectiv.

Variante genice ale ERAP2 au fost descrise in diverse studii genetice ca asociate cu
patologii apropriate sau apartindnd grupului de spondiloartrite seronegative, ca de exemplu:
bolile inflamatorii intestinale Tn general (23) si boala Crohn in particular (24), uveita acuta
anterioara (25), corioretinopatia birdshot (o forma rara de uveita autoimuna) (26) si psoriazisul
(27). Polimorfisme ale genei ERAP2 au mai fost de asemenea extensiv studiate in patogeneza
preeclampsiei. Contributia ERAP2 la aceasta patologie congenitala a sarcinii a fost confirmata
in diverse populatii: australiana, norvegiana (28), africano-americana (29) si ciliana (30). Un
studiu singular asociaza polimorfismele ERAP2 cancerului pulmonar in populatia Yunnan Han

din China (31).

Initial, interesul pentru gena ERAP2 in SA a fost doar secundar celui acordat genei
ERAP1 a carei asociere ferma cu SA a devenit evidenta in urma cu aproape zece ani (7).
Ulterior, asocierea s-a dovedit a fi limitata doar la indivizii HLA-B27 pozitivi (32). Recent,
aceastd asociere restrictionatd HLA-B27 a ERAP1 cu SA, dar si cu SASN a fost confirmatd de

grupul nostru si in Romania (18).

Recent, un studiu realizat de IGAS (International Genetics of AS Consortium) pe

cohorte extinse (peste zece mii de pacienti cu SA si peste cincisprezece mii de martori sanatosi)
11
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a identificat cu ajutorul tehnicii immunochip microarray asocierea genei ERAP2 cu SA (33).
Trei polimorfisme ERAP2 au fost asociate cu SA, asociere ce a fost limitata la pacientii HLA
B-27 negativi: 12549782 (determina modificarea activitdtii enzimatice), rs2248374 (genotipul
protectiv GG determina nivele zero ale ERAP2) si rs2910686. Ultimele doud polimorfisme au
fost genotipate de noi in acest studiu. Din pacate dimensiunea lotului nostru de pacienti nu a
facut posibila o analizi a polimorfismelor la pacientii SA HLA-B27 negativi. Insi rezultatele
noastre in ceea ce priveste asocierea acestor polimorfisme cu pacientii SASN HLA-B27
negativi, cu pacientii AP neselectati (aproape 80% HLA-B27 negativi) si cu sublotul
pacientilor AP HLA-B27 negativi sunt concordante cu cele raportate de IGAS. Tntr-adevar, in
studiul nostru asocierea polimorfismelor ERAP2 rs2248374 si rs2910686 cu spondiloartrita
seronegativa este restrictionata la indivizii HLA-B27 negativi. Mai mult, asocierea este mai
puternica in sublotul pacientilor cu artritd psoriazica HLA-B27 negativ decat in cel general

(neselectat).

Tn 2015, Robinson et al. analizeazi subloturile de pacienti si de martori HLA-B27
pozitivi de origine europeand din studiul IGAS si identificad asocierea ERAP2 cu SA si la
pacientii HLA-B27 pozitivi (20), asociere pe care studiul nostru nu a reprodus-o. Daca se
confirma asocierea ERAP2 cu toti pacientii SA, indiferent de prezenta antigenului HLA-B27,
atunci va creste considerabil numarul pacientilor care pot beneficia de potentialele imunoterapii
de tipul inhibitorilor de aminopeptidaza, ce blocheazda ERAP2, si care sunt in prezent in

cercetare (34).

Identificarea asocierii genei ERAP1 cu SA a reprezentat probabil cel mai important
eveniment de la descoperirea n anii 70 a asocierii HLA-B27 cu SA. Cu toate acestea, ERAP1
a continuat sa ofere explicatii etiopatogenice pacientilor HLA-B27 pozitivi, datorita restrictiei
de asociere mentionate, si prea putine explicatii au fost oferite pacientilor HLA-B27 negativi.
Identificarea ERAP2 printre genele ce contribuie la riscul SA, AP si SASN la indivizii HLA-
B27 negativi este un eveniment semnificativ in clarificarea mecanismelor de aparitie a acestor
boli la acest subgrup de pacienti. Unele variante genice ale ERAP2 influenteazd decisiv
activitatea enzimatica a acesteia si, in consecintd, vor influenta procesarea antigenelor si
modalitatea de generare a epitopilor (35) care vor fi expusi pe molecule MHC clasa I, altele
decit HLA-B27. Intelegerea consecintelor functionale, uneori dramatice, ale polimorfismelor
ERAP2 este obligatorie pentru intelegerea predispozitiei de boalda la pacientii HLA-B27

negativi, dar si pentru dezvoltarea unor solutii terapeutice noi de care acestia ar putea beneficia.

12
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POLIMORFISMELE GENEI IL1A LA PACIENTII ROMANI
CU SPONDILOARTRITE SERONEGATIVE

INTRODUCERE

Spondilita anchilozantd (SA) si artrita psoriazica (AP) sunt reprezentantele cele mai
importante ale grupului spondiloartrite seronegative (SASN), grup ce mai include artrita
reactiva, spondiloartrita asociatd bolilor inflamatorii intestinale, uveita acutd anterioara,
spondiloartrita juvenila si spondiloartrita nediferentiata (SAND) (36). Artrita inflamatorie
axiala si periferica asimetricd reprezintd caracteristica clinica a acestor boli reumatismale
inrudite, iar asocierea apropiatd cu antigenul leucocitar uman B27 (human leucocyte antigen,

HLA-B27) reprezinta cea mai recunoscuta trasatura genetica (37, 38).

Tn ultimii 15 ani (5) a devenit clar ci trebuie si exista si alte gene, din afara complexului
major de histocompatibilitate (major histocompatibility complex, MHC), care contribuie la
riscul genetic al SA si AP. Cateva regiuni cromozomiale (1p, 2q, 6p, 9q, 10q, 16q si 19q) au
fost identificate intr-una dintre primele scanari genomice pe scara largd (genome-wide scans)
efectuate vreodata, indicand prezenta unor factori genetici de susceptibilitate non-MHC in SA
(39). De atunci, gena ERAP1 (endoplasmic reticulum aminopeptidase - aminopeptidazei
reticulului endoplasmic) si gena IL 23R (receptorului interleuchinei 23) au fost identificate ca
fiind candidate viabile de cateva studii de asociere genetica larga (genome-wide associations
studies, GWAS) (7, 15), pe cand implicarea clusterului de gene ale familiei IL-1 n

susceptibilitatea de SA a ramas mai putin certa (40, 41).

Polimorfismele genei IL1A au fost corelate cu predispozitia de boala in spondiloartritele
seronegative ca grup, precum si cu AS in particular (42), iar concentratiile serice ale IL-1a au
fost mai crescute in forma activa de spondiloartritd asociata bolilor inflamatorii intestinale

comparativ cu formele inactive de boala (43).

Scopul acestui studiu a fost si investigheze daci doua polimorfisme
mononucleotidice ale genei IL1A, rs17561 si rs1800587 influenteazi riscul de boali la
pacientii romani cu spondiloartrite seronegative. De asemenea, au fost analizate separat

subgrupurile de pacienti cu SA si AP in relatie cu cele doud variante genice ale IL1A.

13
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MATERIALE SI METODE

Cohortele caz-control selectate pentru acest studiu au inclus un total de 400 de subiecti
caucazieni, de origine romana: 240 de pacienti cu SASN (58,3% SA si 41,7% pacienti cu AP)
si 160 de martori sanatosi. Pacientii cu SA au fost diagnosticati conform criteriilor New York
din 1984 modificate (12), in vreme ce criteriile de clasificare pentru artrita psoriazica
(Classification Criteria for Psoriatic Arthritis, CASPAR) (13) si cele ale Societatii
Internationale de Evaluare a Spondiloartritelor (Assessment of SpondyloArthritis international
Society, ASAS) (10, 11) au fost utilizate pentru diagnosticul pacientilor cu AP in
Departamentele de Reumatologie si Medicina Interna ale Spitalelor "Dr. |. Cantacuzino" si
"Sfanta Maria" din Bucuresti. Subiectii inclusi in lotul martor sunt potentiali donatori de
maduva osoasd hematogend sandtosi care nu prezintd simptome si nu au istoric de SASN,
selectionati de Institutul National de Transfuzie Sangvind "Prof. Dr. CT Nicolau", Bucuresti.
Studiul a avut aprobarea comisiilor locale de eticd si toti subiectii recrutati au semnat un

consimtamant informat.

Pacientii SASN si martorii sdndtosi au fost genotipati pentru douad polimorfisme
mononucleotidice apartinand genei IL1A care au fost alese pe baza rezultatelor unor studii
anterioare de asociere genetica si meta-analize. Genotiparea celor doua polimorfisme a fost
realizati cu ajutorul a doud kituri TagMan® Allelic Discrimination Assays (C__ 9546471 10
si C__ 9546481 20, Thermo Fisher Scientific Inc, Applied Biosystems™, Foster City, MA,
USA), utilizand aparatul 7300 Real Time PCR System aflat in dotarea laboratorului Disciplinei
de Fiziopatologie si Imunologie a Facultatii de Medicina, UMF "Carol Davila", Bucuresti si

respectand protocoalele producatorului.

ANALIZA STATISTICA

Echilibrul Hardy—Weinberg (HWE) a fost testat pentru ambele SNP-uri in grupul de
martori ajutorul testului exact Fisher. Frecventele alelice si ale genotipurilor pentru fiecare SNP
au fost comparate Intre lotul de pacienti cu SASN si martori dar si intre sublotul de SA si AP
si lotul martor. Pachetul software PLINK 1.9 (21) a evaluat potentialul de asociere aplicand
testul Exact Fisher, iar valori ale p < 0.05 au fost considerate semnificative statistic. Cu acelasi
software s-a calculat frecventa haplotipurilor, a fost evaluat echilibrul Hardy—Weinberg si a
fost estimat linkage disequilibrium (LD).

14
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REZULTATE

Echilibrul Hardy—Weinberg a fost observat in grupul de control pentru polimorfismul
rs1800587. O derivatie minora a fost observata pentru polimorfismul rs17561 (p =0,03). Rata
de genotipare a fost de 97,5% pentru polimorfismul rs17561 (la un numar de 5 pacienti cu SA
si la un pacient cu AP genotiparea nu a fost posibild) si de 99,6% pentru polimorfismul
rs1800587 (doar la un singur pacient cu SA genotiparea nu a fost posibila). Estimarea LD
pentru cele doua polimorfisme mononucleotidice ale IL1A a identificat o tendinta de inalta

corelatie intre cei doi loci in populatia noastri, valoarea r? fiind 0,75.

Pentru polimorfismul rs17561 [-340G/T] frecventa alelei minore a fost similara in lotul
SASN general (31,4%) comparativ cu lotul martor (32,8%), analiza statistica confirmand lipsa
de asociere (p = 0,67). De asemenea purtatorii alelei minore T (genotipurile TT si GT) nu au
prezentat nici o diferentd in ceea ce priveste predispozitia pentru boala (p = 0,42). Rezultate
similare s-au profilat si pentru cel de-al doilea polimorfism al genei IL1A investigat, rs1800587
[C-889T]. Frecventa alelei minore T a fost 29,1% la pacientii SASN si 29,7% in lotul martorilor
sanatosi (p = 0,85), in timp ce purtatorii alelei minore T au prezentat acelasi risc de a dezvolta

boala ca si purtatorii genotipului CC (p =0,74).

Analiza separata a cazurilor de spondiloartrita HLA-B27 pozitive a avut acelasi
rezultat. Pentru ambele polimorfisme IL1A frecventa alelelor minore a prezentat mici variatii
intre lotul de martori sanatosi si (32,8% pentru rs17561 si 29,7% pentru rs1800587) si lotul de
pacienti (32,3% pentru rs17561 si 31,8% pentru rs1800587) care s-au tradus n valori ale p mai
mari de 0,05 (p = 0,89 pentru rs17561 si p = 0,57 pentru rs1800587) , in timp ce purtatorii
alelelor minore au avut o distributie similara in cele doua cohorte (Tabelul 8.5). Astfel, pentru
polimorfismul rs17561 genotipurile TT+GT au avut o frecventd de 58,7% 1n lotul martor si
56,9% in lotul SASN HLA-B27 pozitiv (p = 0,75), iar pentru polimorfismul rs1800587
frecventa genotipurilor TT+CT a fost de 50,7% pentru martori si 53% pentru pacientii HLA-
B27 pozitivi. O examinare ulterioara a fiecarui subgrup de pacienti cu spondilita anchilozanta,
respectiv cu artritd psoriazicd impotriva grupului de martori sandtosi a fost realizata.
Frecventele alelelor minore pentru ambele polimorfisme investigate In subgrupul pacientilor
cu SA (32,2% pentru polimorfismul rs17561 si 31,8% pentru polimorfismul rs1800587) au
fost foarte apropiate de cele identificate in lotul martorilor sanatosi (32,8% pentru
polimorfismul rs17561 si 29,7% pentru polimorfismul rs1800587), astfel incat nici o asociere

cu susceptibilitatea de boalad nu a fost observata (p = 0,87).
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Analiza genotipurilor in sublotul pacientilor cu SA a avut rezultatele asteptate.
Frecventa genotipurilor purtatoare ale alelei minore T (TT si GT) pentru polimorfismul
rs17561 in lotul de pacienti cu SA a fost 56,3%, adica foarte apropriatd de cea prezenta in lotul
martor 58,7%, pacientii purtdtori ai alelei minore avand acelasi risc de a dezvolta SA ca si
indivizii sandtosi (p = 0,67). Pentru polimorfismul rs1800587frecventele sumate ale
genotipurilor TT si CT au fost de 51,1% in lotul de pacienti SA si de 50,1% in lotul martor,

prin urmare ambele loturi au avut acelasi risc de a dezvolta spondilita anchilozanta (p = 0,93).

Pentru sublotul pacientilor cu artrita psoriazica frecventele alelelor minore ale celor
doud polimorfisme mononucleotidice prezinta variatii minime fatd de cele ale grupului de
control, iar aceastd distributie s-a oglindit si in frecventele genotipurilor. Astfel, desi
frecventele alelelor minore T ale celor doud polimorfisme investigate (30,3% pentru
polimorfismul rs17561 si 27% pentru polimorfismul rs1800587) au fost mai mici in lotul
pacientilor cu artrita psoriazicd decat in cel al martorilor sanatosi (32,8% pentru polimorfismul
rs17561 si 29,7% pentru polimorfismul rs1800587), aceasta nu s-a tradus intr-o diferenta
semnificativa statistic (p = 0,55 pentru polimorfismul rs17561 si p = 0,50 pentru polimorfismul
rs1800587).

Pentru polimorfismul rs17561 purtétorii alelei minore (genotipurile TT si GT) in lotul
pacientilor AP au reprezentat 52,5% in timp ce in lotul martorilor sdnatosi procentul a fost mai
ridicat 58,7%, insa fira si atinga pragul de semnificatie statisticd (p = 0,32). In mod similar
frecventele genotipurilor care contin alela minora a rs1800587 au fost mai scazute in lotul de

pacienti (46%) fata de cel al martorilor (50,7%), dar fara semnificatie statistica (p = 0,46).

Analiza suplimentara a subgrupului de pacienti SA HLA-B27 pozitivi sau analiza
separata a subloturilor de pacienti SASN si martori distribuiti pe sexe a urmat acelasi patern de
neasociere intre polimorfismele IL1A investigate si SASN/SA. Analiza haplotipurilor a aratat
o distributie aproape identica a combinatiilor haplotipice a polimorfismelor studiate, din care
au rezultat valori similare ale frecventei haplotipurilor in lotul pacientilor cu spondiloartrita
seronegativa comparativ cu cele din lotul martor. Analiza separata a subloturilor de pacienti cu
SA si AP a avut, cum era de asteptat, rezultate cvasi-identice. Frecventa haplotipului alelelor
minore a fost 29,4% pentru pacientii cu SA, 25,7% pentru pacientii cu AP si 28,1% 1n lotul
martor, prin urmare, acest haplotip nu se constituie factor de risc nici pentru SA (p = 0,71),
nici pentru AP (p = 0,55). Frecventa haplotipului alelelor majore (GC) ale polimorfismelor
rs17561|rs1800587 a fost apropiatd in loturile de pacienti (66,4% pentru SA si 68,1% pentru
AP) comparativ cea din lotul martor (65,6%), si nu se constituie ca factor protectiv pentru nici

una dintre cele doud patologii (p = 0,83 pentru SA si p = 0,54 pentru AP).
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DISCUTII SI CONCLUZII

Acesta este primul studiu de asociere genetica realizat in Romania care investigheaza
legatura dintre variantele genice ale IL1A si spondiloartrita seronegativa. Rezultatele noastre
arata ca polimorfismele genei IL1A investigate (rs17561 [-340G/T] si rs1800587 [C-889T]) nu
influenteaza predispozitia de boald pentru pacientii romani cu spondiloartrite seronegative in

general, si nici cu spondilitd anchilozantd sau artritd psoriazica in special.

Informatiile in ceea ce priveste cluster-ul genic IL1 localizat la nivelul cromozomului
2ql4 ca locus de susceptivilitate pentru SA si AP au fost oarecum controversate inca de la
primele studii genetice care I-au investigat in relatie cu aceste patologii (40, 41, 44). Mai multe
studii de asociare genetica larga (7, 17), inclusiv cel mai recent International Genetics of
Ankylosing Spondylitis Consortium GWAS (45) nu au detectat acest locus ca fiind printre cele
asociate cu SA, desi loci localizati pe cromozomul 2ql1, si care gdzduiesc genele IL1R1 si

IL1R2, au aratat asocieri sugestive cu spondilita anchilozanta in populatii europene (45).

Cu toate acestea, exista multiple studii de asociere genetica si meta-analize care par sa
implice polimorfisme mononucleotidice apartindnd genelor IL1A, IL1B sau IL1IRN ca
reprezentand un factor de risc pentru SA, AP si SASN 1in general in variate populatii. Unul
dintre cele mai citate studii in literaturd a examinat trei populatii canadiene si a identificat mai
multe polimorfisme apartinand cluster-ului genic IL-1 ca fiind asociate cu riscul de SA. Autorii
studiului au identificat, printre altele, trei polimorfisme apartinand genei IL1A (rs3783550,
rs3783543 si 1rs3783526) ca fiind asociate cu SA, insa polimorfismele investigate de noi,
1517561 si rs1800794, nu s-au numirat printre cele care s-au asociat cu riscul de boala (46). In
mod similar, polimorfismul IL1A rs1800587 [-889C/T] nu a fost asociat cu SA intr-un studiu
realizat pe o cohortd de pacienti HLA-B27 pozitivi din Iran, cu toate cd polimorfismul

152234650 apartinand genei IL1R a influentat riscul de a dezvolta SA (47).

Una dintre primele meta-analize care a abordat acest subiect, si care a inclus sase studii
si pacienti din noud populatii, a investigat complexul genic IL-1 n raport cu susceptibilitatea
de boalda pentru SA si a raportat printre polimorfismele relevante unul dintre SNP-urile
apartinand IL1A investigate si de noi, rs1800587 [C-889T] (48). O meta-analiza prospectiva
care a incercat sa determine contributia cluster-ului genic IL-1 la susceptibilitatea de a dezvolta
SA in diferite populatii a identificat trei variante genice IL1A (rs17561, rs2856836, rs1894399)

ca avand o inalta asociere cu SA (49).
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Primul studiu care a implicat polimorfisme ale genei IL1A in artrita psoriazica a
identificat SNP-ul rs1800587 [C-889T] ca factor de risc pentru boala (50). Doi ani mai tarziu,
Rahman et al. au raportat existenta a doua regiuni din cadrul complexului genic IL-1 ce
contribuie independent la riscul de artritd psoriazica: gena IL1A (rs3783547, rs3783543 si
rs17561) si o regiune ce se intinde de la secventa terminald a IL1B si trece prin IL-1F7 si IL-

1F8 pani la IL-1F10 (51).

Monnet et al. au fost primii care au raportat faptul ca polimorfisme ale genei IL1A sunt
asociate cu SASN ca intreg, si cu SA in particular (42). Gena IL1A pare si influenteze de
asemenea si fenotipul SA, in special severitatea sacroiliitei (42). O variatie semnificativa a
nivelelor serice ale IL-1a si IL-1Ra la pacientii cu spondiloartrita activa asociata cu bolile
inflamatorii intestinale comparativ cu forma inactiva de boald a fost descrisa (43), desi un
studiu mai recent nu a descoperit nici o diferenta statistica in distributia frecventei alelice si a
genotipurilor mai multor polimorfisme apartinand IL1A, IL1B si ILIRN intre lotul de pacienti

cu boala inflamatorie intestinala si lotul de martori sanatosi (52).

Rezultatele raportate n literaturd privind implicarea complexului genic IL-1 in
susceptibilitatea de boald pentru SASN si SA sunt discordante in multe situatii. Mai mult,
agentii terapeutici care blocheaza IL-1, asa cum este Anakinra, un IL1-Ra recombinat, aprobat
pentru tratamentul pacientilor cu poliartritd reumatoida, au aratat o eficacitate limitata la
pacientii cu SA (53) si AP (54), in timp ce pentru tratamentul SASN nu exista in prezent studii
care sa le evalueze eficacitatea (55). Este posibil ca anumite discrepante dintre studii sa se
datoreze design-ului acestora sau datorita puterii statistice limitate a unora dintre ele (56), dar
un motiv mai probabil pentru existenta atator rezultate contrastante poate fi eterogenitatea bolii
insasi. Spondiloartritele sunt boli genetice multifactoriale, iar factorii genetici implicati in
susceptibilitatea de boald pot fi diferiti de la o populatie la alta, ceea ce poate explica de ce
studii de asociere genetica cu rezultate negative, asa cum este cel de fata, pot coexista cu studii
care au raportat asocieri pozitive. In orice caz, una din ipotezele propuse a fost aceea ca cluster-
ul genic IL-1 contribuie la etiopatogenia SASN 1in stransa legatura cu celelalte variante genice
non-MHC identificate mai ferm ca influentdnd susceptibilitatea de boala (ERAP1, IL-23R)
(56), dar numai studii ulterioare vor putea preciza cu exactitate rolul complexului genic IL-1,

si Tn special al genei IL1A, in patogeneza spondiloartritelor seronegative.
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ALELELE KIR3DL1/KIR3DS1 INFLUENTEAZA RISCUL DE
SPONDILITA ANCHILOZANTA LA INDIVIZII HLA-
B27 POZITIVI

INTRODUCERE

Spondilita anchilozanta este poate cea mai cunoscuta dintre bolile acestei familii si cu
potentialul invalidant cel mai ridicat. Desi cel mai important semn pentru acest grup de
afectiuni este dorsalgia cu caracter inflamator, alte elemente clinice pot fi de asemenea asociate,
de exemplu, afectarea articulard periferica (oligoartritd, entezitd) sau manifestari extra-
articulare (uveita, dactilita, psoriazis, boald inflamatorie cronica intestinala) (37, 38, 57). n
spondilita anchilozanta, afectarea axiald este forma de prezentare cea mai frecventa, afectand

articulatiile sacroiliace si coloana vertebrala pe toata lungimea sa.

Asocierea SA, precum si a celorlalte boli din grupul SASN, cu HLA-B27 este
documentata inca din anul 1973 (4, 58, 59). In ultimii ani insd, s-a remarcat faptul ca
similitudinile genetice comune pacientilor cu SASN, reflectate in profilul clinic si
etiopatogenic comun, nu sunt limitate la complexul major de histocompatibilitate, ci ca pot
include de asemenea si gene non-MHC, cum ar fi: ERAPL, IL23R si complexul de gene KIR
(killer cell immunologlobulin-like receptors) (39, 56, 60-62).

Genele KIR sunt localizate pe bratul lung (q) al cromozomului 19 in pozitia 13.4 (63)
unde exista cel putin 15 locusuri genice (13 gene KIR si 2 pseudodene — KIR2DP1 si KIR3DP)
(64, 65). Moleculele KIR au capacitatea unica de a nuanta raspunsul imun inndscut prin
activarea sau inhibarea celulelor NK si a anumitor limfocite T (66) in urma interactiunii lor cu
moleculele MHC 1. Faptul ca HLA-B27, a carui importantd in SA si SASN este universal
recunoscutd, este un ligand predilect pentru genele KIR, in special pentru gena
KIR3DL1/KIR3DS1, justifica interesul crescand acordat complexului genic KIR in relatie cu

riscul de SA/SASN.

Obiectivul nostru a fost investigarea existentei unei posibile asocieri intre alelele
KIR3DL1/KIR3DSI1 si susceptibilitatea de spondilita anchilozanta la indivizii HLA-B27

pozitivi din Romania.
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MATERIALE SI METODE

Un numdr de 80 subiecti au fost inclusi in acest studiu, 47 pacienti cu spondilita
anchilozanta si 33 martori sanatosi. Ambele loturi au fost formate numai din indivizi HLA-B27

pozitivi de origine romana.

Diagnosticul de spondilita anchilozanta a avut la baza criteriile New York modificate
1984 (12), pacientii provenind din Departamentele de Reumatologie si Medicina Interna ale
Spitalelor "Dr. I. Cantacuzino" si "Sfanta Maria™ din Bucuresti. Pacientii cu SA au avut varsta

medie 37,1 ani, varstd mediana 35 ani si un raport barbati : femei =38 : 9.

Indivizii inclusi in lotul martor au fost selectati dintre potentialii donatori de organe din
baza de date a Institutului National de Transfuzii Sanguine "Prof. Dr. C.T. NICOLAU",
Bucuresti. Acestia nu au prezentat semne sau simptome sugestive pentru boli reumatismale cu
caracter inflamator la momentul recrutarii n studiu, si nici nu au descris antecedente personale
sau heredocolaterale de spondilitd anchilozanta. Varsta medie pentru lotul de martori sdnatosi
a fost de 31,8 ani, varsta mediana a fost 31 ani iar raportul barbati : femei a fost aproape egal
17 : 16. La momentul recrutdrii in studiu subiectii au semnat un formular de consimtamant
informat pentru studii genetice. De asemenea, derularea acestui studiu s-a facut cu acordul

comisiilor de etica locale.

Identificarea variatiilor alelice ale KIR3DL1/KIR3DS1 s-a realizat cu ajutorul unei
metodologii denumite PCR-SSOP ce se bazeaza pe reactia de polimerizare in lant (PCR) si pe
folosirea unor sonde oligonucleotidice specifice secventei (SSOP — Sequence Specific
Oligonucleotide Probes), metodologie elaboratd de un grup de cercetatori nord irlandezi sub
indrumarea profesorului Derek Middleton (67-69). De altfel, cele 80 de probe ADN au fost
genotipate in Laboratorul de Imunogenetica si Histocompatibilitate al Spitalului Municipal din
Belfast, Irlanda de Nord.

ANALIZA STATISTICA

Frecventele alelice si frecventele genotipurilor au fost comparate intre lotul de pacienti

2
si lotul martor cu ajutorul testului X (chi-patrat) si a testului Exact Fisher utilizind programul
software IBM SPSS Statistics, versiunea 23.
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REZULTATE

Tn loturile noastre au fost identificate opt variante alelice ale genei inhibitoare KIR3DL1
(KIR3DL1*00101, *01502, *002, *004, *005, *007, *008, *009) si doar o singura varianta
alelica pentru gena cu rol activator (KIR3DS1*013). Alelele KIR3DL1*007 si KIR3DL1*009
au fost Intalnite doar in lotul martorilor sandtosi, dar si aici cu frecventd scazuta (1,51% pentru
KIR3DL1*007 si respectiv 3,03% pentru KIR3DL1*009). Distributia frecventelor alelice in
lotul martor si in lotul pacientilor cu SA este reprezentata grafic in figura 1. Alela activatoare
KIR3DS1*013 este mai frecventd in lotul martor, sugerand un rol protectiv fatd de SA la
indivizii HLA-B27 pozitivi (p = 0,030 pentru testul Pearson’s Chi-Square, respectiv p = 0,037
n cazul testului Exact Fisher).

Douad alele KIR3DL1 sunt mai frecvente in lotul pacientilor cu SA: KIR3DL1*00101 si
KIR3DL1*004, insa semnificatia statistica este atinsa doar pentru cea de pe urma (p = 0,03).
Prin urmare, prezenta KIR3DL1*004 se asociaza cu susceptibilitate crescuta pentru SA la

subiectii HLA-B27 pozitivi.
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Figura 1. Distributia frecventelor alelice ale KIR3DL1/KIR3DSL1 in cele doua loturi.

Analiza distributiei genotipurilor relevd o tendintd de asociere cu SA in cazul
genotipului KIR3DL1/3DL1 prezent in numar mai ridicat in randul pacientilor cu SA (72,34%)
comparativ cu lotul martor (51,52%). Valoarea p = 0,056 poate fi consideratd ca fiind

caracteristicd pentru asocierile marginale.

Este posibil ca un lot mai larg de pacienti si de martori sa releve o asociere statistic
semnificativa. Celelalte doua genotipuri (KIR3DL1/3DS1 si KIR3DS1/3DS1) nu influenteaza
riscul de spondilitd anchilozanta la indivizii HLA-B27 pozitivi (p = 0,1 pentru genotipul
heterozigot si p = 0,230 pentru genotipul homozigot activator).
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DISCUTII SI CONCLUZII

Rezultatele noastre sugereaza un rol protectiv al alelei activatoare KIR3DS1*013, care
este mai frecventa in lotul martor (25,75%) comparativ cu lotul pacientilor HLA-B27 pozitivi
cu spondilita anchilozanta (13,82%) (p = 0,03), in timp ce alela inhibitoare KIR3DL1*004 este
factor de risc pentru aceasta boala la indivizii HLA-B27 pozitivi unde atinge o frecventd dubla

(31,91%) fata de cea din lotul martor (15,15%) (p = 0,025).

Tn 2001, un prim studiu de asociere genetica larga (genome wide association study,
GWAS) a descris o asociere puternica intre SA si locusurile non-MHC de pe cromozomul 19q,
unde sunt localizate genele KIR (39), asociere care a fost confirmata ulterior de o meta-analiza
a trei investigatii de scanare a intregului genom in cautarea unor asocieri cu SA (62). Data fiind
relatia receptor — ligand Tntre moleculele codificate de anumite gene KIR (KIR3DL1, KIR3DL2
si posibil KIR3DS1) si cele codificate de alelele HLA-B, e rezonabil sa presupunem o

contributie sinergica a acestor doua locusuri inalt polimorfe cu SA (70, 71).

Unul dintre primele studii caz-control de asociere genetica care au investigat genele
KIR in SA a implicat doua populatii caucaziene HLA-B27 pozitive (spaniolad si azoreana-
portugheza) (72). Alela inhibitoare KIR3DL1 a fost mai putin exprimata la pacientii cu SA
comparativ cu grupurile de control in ambele populatii, sugerand un efect protectiv impotriva
dezvoltarii afectiunii, in timp ce alela activatoare KIR3DS1 a avut o expresie crescuta (72).
Acelasi grup a raportat in 2010 (73) si 2015 (74) rezultate similare pe studii efectuate intr-o

cohorta populationald spaniold mai extinsa.

Gena KIR3DL1/3DS1 a devenit un punct de interes pentru mai multe studii realizate Tn
populatii din Asia, unde s-a descoperit a fi inalt polimorfica, fiind identificate 10 alele
KIR3DL1 si 6 alele KIR3DS1 (75). Un studiu care a inrolat un numar mic de pacienti si de
martori din populatii asiatice (China si Thailanda) a descoperit ca genele activatoare KIR se
asociaza cu SA (76). Analiza genotipului KIR a aratat frecvente scazute ale 3DL1/3DL1 la
pacienti cu SA versus grupul de control, in timp ce 3DL1/3DS1 a prezentat o crestere
semnificativa a frecventei la pacientii cu SA din ambele populatii (76). Alte studii de asociere
genetica efectuate tot in populatii din Asia, au raportat nu doar asocierea alelei KIR3DS1 cu o
susceptibilitate crescuta pentru SA, dar si a KIR2DL5 si KIR2DS1 in prezenta alelelor HLA-C
de grup 2 (77, 78). Un studiu mai recent care a investigat contributia genei KIR3DS1/3DL1 la
patogenia SA in cateva populatii din China a confirmat cresterea frecventei alelei activatoare
KIR3DS1 la pacienti cu SA versus martori (79).
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Levinson et al. au investigat genele KIR la pacientii HLA-B27 pozitivi cu uveita acuta
anterioara cu si fara SASN axiala (80). Rezultatele raportate au fost similare celor raportate de
noi, fiind observatd o frecventd scazutd pentru genele activatoare KIR3DS1, KIR2DS1 si
KIR2DSS la pacientii cu uveitd asociatd cu SASN axiald. Mai mult, combinatia inhibitoare
KIR3DL1+HLA-Bw4 a fost mult mai frecventa in lotul de pacienti comparativ cu lotul
martorilor (p = 2.73 x 1028, p(c) = 8.2 x 10°%") (80). Aceste descoperiri pot sta la baza unei
ipoteze interesante sugerate de catre Levinson et al.: o expresie scazuti a genelor KIR
activatoare ar putea fi cauza nedeclansarii unui raspuns din partea celulelor NK pentru a elimina
stimulul antigenic, si astfel persistenta acestora devine factorul ce contribuie decisiv la
patogenia SA/SASN (80). Desi nu toate rezultatele prezentate sunt concordante, majoritatea
studiilor confirma implicarea genelor KIR, in special a genei KIR3DL1/KIR3DS1 in SA/SASN,

mai ales Tn anumite populatii.

Interactiunea dintre KIR3DL1/KIR3DS1 sau KIR3DL2 cu HLA-B27 poate fi un
element cheie in patogenia SA. KIR3DL1 si posibil KIR3DSI sunt capabile sa recunoasca si
sa lege atat complexul heterodimeric clasic f2microglobulina/lanturi grele HLA-B27, care
prezinta peptide self bacteriene, virale si tumorale limfocitelor T CD8+, cat si complexul
homodimeric format doar din lanturile grele HLA-B27 (fara f2m) (81). KIR3DL2 ataseaza
doar complexele homodimerice HLA-B27 formate din lanturi grele (81-83), despre care se stie
ca sunt exprimate pe suprafata celulelor prezentatoare de antigen in SA (84), independent de
prezenta peptidelor antigenice (81). Anumite peptide virale s-au dovedit a fi inhibitoare ale
recunoasterii HLA-B*2705 de catre KIR3DLI1 (85), si astfel diminua semnalele inhibitoare
transmise celulelor NK. Prin urmare, un dezechilibru intre genele/alelele KIR activatoare si
inhibitoare in prezenta anumitor alele HLA-B27, de exemplu B*2705, poate contribui la
patogeneza SA (70).

Una dintre ipotezele propuse a fost ca limitarea secretiei de IFN-y produs de celulele
NK secundar recunoasterii receptoriale a lanturilor grele libere de catre KIR3DL2 ar putea
promova diferentierea limfocitelor proinflamatoare Th17 care are loc in SA/SASN (83). A fost
raportatd stimularea supravietuirii, proliferarii celulare si a productiei de IL-17 de cétre
limfocitele T KIR3DL2+ CD4+ in urma interactiunii dintre KIR3DL2 si lanturile grele libere
ale HLA-B27 (86).

Aceste rezultate subliniazd importanta KIR si a complexei lor relatii cu moleculele
MHC clasa I, in special cu HLA-B27, aceasta intalnire unica putand fi punctul decisiv, pivotal

care decide tipul de raspuns imuno-inflamator Tntélnit in SA/SASN.
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CONCLUZII

Identificarea profilului genetic al spondiloartritelor seronegative, inceputa inca din anii
’70, cand a fost descoperita asocierea cu HLA-B27, a intrat in ultimii 10 ani intr-o etapa
accelerata, n care acest proces a beneficiat din plin de remarcabilele progrese tehnice ale
secolului XXI. Perfectarea tehnicilor de investigatie geneticd a permis, printre altele,
descoperirea de asocieri genetice noi in spondilita anchilozantd si in spondiloartritele
seronegative. Acestea au revolutionat modul in care intelegem astazi etiopatogenia acestor bolii
si inter-relatia dintre multiplii factori care stau la baza raspunsului imun patologic ce
caracterizeaza acest grup de patologii. De asemenea, aceste noi asocieri pot reprezenta cheia

unor solutii terapeutice viitoare.

Studiile realizate in diverse regiuni ale globului au relevat particularitatile genetice ale
spondiloartritelor seronegative in diverse populatii, inregistrand diferente ce pot fi uneori
semnificative. Cele trei studii din componenta acestei teze de doctorat au avut ca scop
caracterizarea grupului de spondiloartrite seronegative din punct de vedere imunogenetic in

populatia noastra.

A. Asocierea polimorfismelor genei ERAP2 cu spondiloartritele seronegative la

pacientii HLA B27 negativi

1. Acesta este primul studiu care investigheaza polimorfisme mononucleotidice
apartinand genei ERAP2 intr-un lot de pacienti cu spondiloartrita seronegativa din Romania.
2. Rezultatele obtinute dovedesc asocierea celor doua polimorfisme investigate,
12248374 si 12910686, in special a SNP-ului rs2248374, cu spondiloartrita seronegativa, dar
doar pentru indivizii HLA-B27 negativi.

3. Polimorfismul rs2248374 se asociaza cu artrita psoriazica in lotul general/neselectat ce
cuprinde indivizii HLA-B27 pozitivi si negativi, in timp ce ambele polimorfisme ERAP2
influenteaza riscul de aparitie a artritei psoriazice la indivizii HLA-B27 negativi. Genotipul
homozigot GG al polimorfismului rs2248374 are rol protectiv la indivizii HLA-B27 negativi
impotriva SASN si impotriva AP; pentru AP protectia este extinsa si in lotul general/neselectat.
4. Haplotipurile reconstruite sunt factor de risc (AC) sau factor protector (GT) pentru
SASN, in sublotul pacientilor HLA-B27 negativi, si pentru AP, atat in lotul general/neselectat,
cat si in lotul selectat HLA-B27 negativ.
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5. Identificarea ERAP2 printre genele ce contribuie la riscul SA, AP si SASN la indivizii
HLA-B27 negativi este foarte importanta pentru intelegerea mecanismelor de aparitie a acestor
patologii in acest subgrup specific de pacienti, oarecum trecut cu vederea. Aceasta pentru ca
panad in prezent explicatiile fiziopatologice a fost centrate de HLA-B27, iar dupa descoperirea
asocierii genei ERAP1 cu SA, ce s-a dovedit a fi limitata la pacientii HLA-B27 pozitivi,
investigatia stiintificd a continuat sa fie centratd pe Intelegerea patogeniei la acest grup de
pacienti.

6. Tn schimb, ERAP2 incepe sa ofere raspunsuri pacientilor HLA-B27 negativi. Unele
variante genice ale ERAP2 influenteaza activitatea enzimatica a moleculei si, in consecinta, vor
influenta procesarea antigenelor si modalitatea de generare a epitopilor care vor fi expusi pe
molecule MHC clasa |, altele decat HLA-B27.

7. Pe viitor, intelegerea consecintelor functionale, uneori dramatice, ale polimorfismelor
ERAP2 este obligatorie pentru intelegerea predispozitiei de boala la pacientii HLA-B27
negativi, dar si pentru dezvoltarea unor solutii terapeutice noi de care acestia ar putea beneficia.
8. Inhibitorii de aminopeptidaze, in prezent in curs de dezvoltare, pot avea un potential
terapeutic real nu numai in AS dar si in restul SASN, prin modularea procesarii si a prezentarii

antigenice ce controleaza in cele din urma raspunsul imun celular adaptativ.

B. Polimorfismele genei IL1A la pacientii romani cu spondiloartrite seronegative.

1 Acesta este primul studiu caz-control realizat in Romania care a investigat asocierea
genetica dintre polimorfismele mononucleotidice apartinand genei IL1A si spondiloartrita
seronegativa.

2. Rezultatele noastre arata ca cele doua polimorfisme investigate (rs17561 [-340G/T] si
rs1800587 [C-889T]) apartinand genei IL1A nu influenteaza predispozitia de boala pentru
pacientii romani cu spondiloartrite seronegative in general, cu spondilitd anchilozantd sau
artritd psoriazica in special, indiferent de statusul HLA-B27 al acestor pacienti.

3. Datele din literatura privind complexul genic IL-1 si riscul de SASN, SA si AP nu sunt
intotdeauna concordante, si este posibil ca aceasta sa se datoreze eterogenitatii acestor patologii
genetice multifactoriale n diverse populatii.

4. Studii viitoare care sd implice loturi mai largi de subiecti din diverse regiuni ale
globului sunt necesare pentru a putea intelege contributia complexului genic IL-1 si al genei

IL1A la dezvoltarea spondiloartritelor seronegative.
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C. Alelele KIR3DL1/KIR3DS1 influenteazi riscul de spondilitd anchilozanti la
indivizii HLA-B27 pozitivi

1 Potentiala influentda a alelelor KIR3DL1/KIR3DS1 asupra riscului de a dezvolta
spondilita anchilozantd nu a mai fost studiata pana in prezent la indivizii HLA-B27 pozitivi de
origine romana.

2. Rezultatele noastre descriu un rol protectiv al alelei activatoare KIR3DS1*013, a carei
frecventa este superioara in lotul martor (25,75%) fata de cel al pacientilor HLA-B27 pozitivi
cu spondilita anchilozanta (13,82%) (p = 0,03).

3. De asemenea, alela inhibitoare KIR3DL1*004 se comportd ca factor de risc pentru
dezvoltarea SA la indivizii HLA-B27 pozitivi unde atinge o frecventd dubla (31,91%) fata de
cea din lotul martor (15,15%) (p = 0,025).

4. Rezultatele din literatura de specialitate sunt contradictorii. Este posibil ca acest lucru
sa se datoreze particularitatilor genetice ale populatiilor in care studiile au fost realizate.

5. Sunt necesare studii viitoare, pe loturi mai extinse de pacienti, pentru confirmarea

rezultatelor obtinute de noi 1n aceste cohorte restranse.

in pregitirea celei de-a 9-a conferinte privind viitorul medicinei genomice (The
9th Future of Genomic Medicine Conference) din martie, 2016 din San Diego, California,
Prof. Dr. Eric Topol, editorul sef al Medscape, spunea: "'Impactul genomicii in medicina
este din ce in ce mai mare. Aceasta este o forta de neoprit. Fiti receptivi si imbratisati aceasta
erd. Deja schimba medicina si va continua sd o facd pe o scara mult mai mare si mai

impresionantd."

Intr-adevir, fiecare studiu de asociere genetici are potentialul de a aduce
informatii noi cu privire la fondul genetic al bolilor multi/oligogenice, de a identifica
factorii ce contribuie la etiopatogenia lor, si ofera calea prin care medicina va deveni mai

precisa, mai individualizata, nu numai din punct de vedere diagnostic, dar si terapeutic.

26



Rezumatul Tezei de Doctorat — ,,Aspecte de imunogenetica in spondiloartritele seronegative”

LISTA LUCRARILOR PERSONALE

Articole in jurnale:

Laura loana Cherciu, Marius Cherciu, Luis Ovidiu Popa, Mihai Bojincd, Monica Irina Dutescu, Violeta
Bojinca, Constantin Bara, Olivia Mihaela Popa. Interleukin 1A gene polymorphisms in Romanian patients
with Seronegative Spondyloarthropathies. Romanian Journal of Rheumatology — Volume XXV No. 1, 2016,
p. 20 - 26, ISSN 1843-0791, (categoria B+ CNCSIS).

Laura loana Cherciu, Marius Cherciu, Luis Ovidiu Popa, Mihai Bojinca, Monica Irina Dutescu, Violeta
Bojinca, Constantin Bard, Olivia Mihaela Popa. The association of ERAP2 gene polymorphisms with
seronegative spondyloarthropathies in HLA-B27 negative Romanians, Romanian Journal of Rheumatology
—Volume XXV No. 2, 2016, p. 78 — 86, ISSN 1843-0791, (categoria B+ CNCSIS).

Laura loana Cherciu, Marius Cherciu, Mihai Bojinca, Constantin Bara, Olivia Mihaela Popa. Killer cell
Immunoglobulin-like Receptors Genes in Seronegative Spondyloarthropathies, Research and Science Today.
No. 1(11)/2016, p. 112 - 131, ISSN-p: 2247 — 4455, (categoria B+ CNCSIS).

Marius Cherciu, Laura loana Cherciu, Mihai Bojinca, Teodora Serban, Constantin Bara, Olivia Mihaela
Popa. Interleukin (IL) 12, IL-23 and IL-23 Receptor in Ankylosing Spondylitis Pathophysiology. Romanian
Journal of Rheumatology — Volume XXIV No. 1, 2015, p. 5 - 15, ISSN 1843-0791, (categoria B+ CNCSIS).
Popa M. Olivia, Cherciu Marius, Cherciu I. Laura, Dutescu |. Monica, Bojinca Mihai, Bojinca Violeta, Bara
Constantin, Popa O. Luis. ERAP1 and ERAP2 genes variations influence the risk of Psoriatic Arthritis in
Romanian population. Archivum Immunologiae et Therapiae Experimentalis — submitted, ISSN 0004-069X
(categoria ISI, Current impact factor: 3.18).

Marius Cherciu, Mihai Bojinca, Laura loana Cherciu, Constantin Bara, Olivia Mihaela Popa. Endoplasmic
Reticulum Amino Peptidase 1 (ERAP1) in Ankylosing Spondylitis. Romanian Journal of Rheumatology,
Volume XXIV, No. 1, 2015, p. 27 - 33, ISSN 1843-0791, (categoria B+ CNCSIS).

Participari la conferinte:

1.

L. Cherciu, A. Ciobanu, R. Caisan, C. Bara, S. Tuta, I|. Popescu, R. Sfrent-Cornatean. IL-6 gene
polymorphism (-174G/C) in Romanian patients with ischemic stroke - results from a pilot study, The
European Human Genetics Conference 2014, 31 May — 3 June, Milan, Italy.

Laura I. Cherciu, Luis O. Popa, Mihai Bojinca, Monica I. Dutescu, Violeta Bojinca, Marius Cherciu,
Ruxandra Caisan, Constantin Bara, Olivia M. Popa. IL1A gene polymorphisms in Romanian patients with
ankylosing spondylitis. The 30th European Immunogenetics and Histocompatibility Conference, EFI 2016,
May 6 — 9, Kos, Greece.

Olivia M. Popa, Laura I. Cherciu, Marius Cherciu, Monica I. Dutescu, Mihai Bojinca, Violeta Bojinca,
Teodora Serban, Constantin Bara, Luis O. Popa. ERAP2 variants influence the risk of Psoriatic Arthritis in
HLA-B27-negative patients. 10th East-West Immunogenetics Conference (EWIC) 2016, April 21 — 23,
Wroctaw, Poland.

Popa M. Olivia, Cherciu M., Cherciu I. Laura, Dutescu I. Monica, Bojinca Mihai, Ulea Lorena, Bara
Constantin, Munteanu lulian, Popa O. Luis. ERAP2 gene polymorphisms influence the risk of Psoriatic
Arthritis in Romanian population. The 30th European Immunogenetics and Histocompatibility
Conference, EFI 2016, May 6 — 9, Kos, Greece.

27



Rezumatul Tezei de Doctorat — ,,Aspecte de imunogenetica in spondiloartritele seronegative”

Referinte

1. Collins FS, Green ED, Guttmacher AE, Guyer MS. A vision for the future of genomics research. Nature.
2003;422(6934):835-47.

2. Auton A, Brooks LD, Durbin RM, Garrison EP, Kang HM, Korbel JO, et al. A global reference for human genetic
variation. Nature. 2015;526(7571):68-74.

3. Attia J, loannidis JP, Thakkinstian A, McEvoy M, Scott RJ, Minelli C, et al. How to use an article about genetic
association: A: Background concepts. Jama. 2009;301(1):74-81.

4, Brewerton DA, Hart FD, Nicholls A, Caffrey M, James DC, Sturrock RD. Ankylosing spondylitis and HL-A 27.
Lancet. 1973;1(7809):904-7.

5. Brown MA, Laval SH, Brophy S, Calin A. Recurrence risk modelling of the genetic susceptibility to ankylosing
spondylitis. Annals of the rheumatic diseases. 2000;59(11):883-6.

6. The  Australo-Anglo-American  Spondyloarthritis ~ Consortium  (TASC)The  Australo-Anglo-American

Spondyloarthritis Consortium (TASC), Reveille JD, Sims AM, Danoy P, Evans DM, Leo P, et al. Genome-wide association
study of ankylosing spondylitis identifies non-MHC susceptibility loci. Nat Genet. 2010;42(2):123-7.

7. Burton PR CD, Cardon LR, Craddock N, Deloukas P, Duncanson A, et al, for The Australo-Anglo-American
Spondylitis Consortium (TASC). Association scan of 14,500 nonsynonymous SNPs in four diseases identifies autoimmunity
variants. Nat Genet. 2007;39(11):1329-37.

8. Dougados M, van der Linden S, Juhlin R, Huitfeldt B, Amor B, Calin A, et al. The European Spondylarthropathy
Study Group preliminary criteria for the classification of spondylarthropathy. Arthritis and rheumatism. 1991;34(10):1218-27.
9. Rudwaleit M, Landewe R, van der Heijde D, Listing J, Brandt J, Braun J, et al. The development of Assessment of

SpondyloArthritis international Society classification criteria for axial spondyloarthritis (part 1): classification of paper patients
by expert opinion including uncertainty appraisal. Annals of the rheumatic diseases. 2009;68(6):770-6.

10. Rudwaleit M, van der Heijde D, Landewe R, Listing J, Akkoc N, Brandt J, et al. The development of Assessment of
SpondyloArthritis international Society classification criteria for axial spondyloarthritis (part I1): validation and final selection.
Annals of the rheumatic diseases. 2009;68(6):777-83.

11. Rudwaleit M, van der Heijde D, Landewe R, Akkoc N, Brandt J, Chou CT, et al. The Assessment of
SpondyloArthritis International Society classification criteria for peripheral spondyloarthritis and for spondyloarthritis in
general. Annals of the rheumatic diseases. 2011;70(1):25-31.

12. van der Linden S, Valkenburg HA, Cats A. Evaluation of diagnostic criteria for ankylosing spondylitis. A proposal
for modification of the New York criteria. Arthritis and rheumatism. 1984;27(4):361-8.

13. Taylor W, Gladman D, Helliwell P, Marchesoni A, Mease P, Mielants H. Classification criteria for psoriatic arthritis:
development of new criteria from a large international study. Arthritis and rheumatism. 2006;54(8):2665-73.

14. Zochling J, Brandt J, Braun J. The current concept of spondyloarthritis with special emphasis on undifferentiated
spondyloarthritis. Rheumatology. 2005;44(12):1483-91.

15. The Australo-Anglo-American Spondyloarthritis Consortium (TASC) RJ, et al. Genome-wide association study of
ankylosing spondylitis identifies non-MHC susceptibility loci. Nat Genet. 2010;42(2):123-7.

16. Evans DM, Spencer CC, Pointon JJ, Su Z, Harvey D, Kochan G, et al. Interaction between ERAP1 and HLA-B27

in ankylosing spondylitis implicates peptide handling in the mechanism for HLA-B27 in disease susceptibility. Nat Genet.
2011;43(8):761-7.

17. Reveille JD, Sims AM, Danoy P, Evans DM, Leo P, Pointon JJ, et al. Genome-wide association study of ankylosing
spondylitis identifies non-MHC susceptibility loci. Nat Genet. 2010;42(2):123-7.

18. Cherciu M, Popa LO, Bojinca M, Dutescu MI, Bojinca V, Bara C, et al. Functional variants of ERAP1 gene are
associated with HLA-B27 positive spondyloarthritis. Tissue antigens. 2013;26(10):12158.

19. Tsui FW, Haroon N, Reveille JD, Rahman P, Chiu B, Tsui HW, et al. Association of an ERAP1 ERAP2 haplotype
with familial ankylosing spondylitis. Annals of the rheumatic diseases. 2010;69(4):733-6.

20. Robinson PC, Costello ME, Leo P, Bradbury LA, Hollis K, Cortes A, et al. ERAP2 is associated with ankylosing
spondylitis in HLA-B27-positive and HLA-B27-negative patients. 2015;74(8):1627-9.

21. Chang CC, Chow CC, Tellier LC, Vattikuti S, Purcell SM, Lee JJ. Second-generation PLINK: rising to the challenge
of larger and richer datasets. GigaScience. 2015;4:7.

22. Andres AM, Dennis MY, Kretzschmar WW, Cannons JL, Lee-Lin SQ, Hurle B, et al. Balancing selection maintains
a form of ERAP2 that undergoes nonsense-mediated decay and affects antigen presentation. PLoS genetics. 2010;6(10).

23. Jostins L, Ripke S, Weersma RK, Duerr RH, McGovern DP, Hui KY, et al. Host-microbe interactions have shaped
the genetic architecture of inflammatory bowel disease. Nature. 2012;491(7422):119-24.

24, Franke A, McGovern DP, Barrett JC, Wang K, Radford-Smith GL, Ahmad T, et al. Genome-wide meta-analysis
increases to 71 the number of confirmed Crohn's disease susceptibility loci. Nat Genet. 2010;42(12):1118-25.

25. Robinson PC, Claushuis TA, Cortes A, Martin TM, Evans DM, Leo P, et al. Genetic dissection of acute anterior

uveitis reveals similarities and differences in associations observed with ankylosing spondylitis. Arthritis & rheumatology
(Hoboken, NJ). 2015;67(1):140-51.

26. Kuiper JJ, Van Setten J, Ripke S, Van TSR, Mulder F, Missotten T, et al. A genome-wide association study identifies
a functional ERAP2 haplotype associated with birdshot chorioretinopathy. Human molecular genetics. 2014;23(22):6081-7.
27. Tsoi LC, Spain SL, Knight J, Ellinghaus E, Stuart PE, Capon F, et al. Identification of 15 new psoriasis susceptibility
loci highlights the role of innate immunity. Nat Genet. 2012;44(12):1341-8.

28. Johnson MP, Roten LT, Dyer TD, East CE, Forsmo S, Blangero J, et al. The ERAP2 gene is associated with
preeclampsia in Australian and Norwegian populations. Human genetics. 2009;126(5):655-66.

29. Hill LD, Hilliard DD, York TP, Srinivas S, Kusanovic JP, Gomez R, et al. Fetal ERAP2 variation is associated with

preeclampsia in African Americans in a case-control study. BMC medical genetics. 2011;12:64.

28



Rezumatul Tezei de Doctorat — ,,Aspecte de imunogenetica in spondiloartritele seronegative”

30. Vanhille DL, Hill LD, Hilliard DD, Lee ED, Teves ME, Srinivas S, et al. A Novel Haplotype Structure in a Chilean
Population: Implications for ERAP2 Protein Expression and Preeclampsia Risk. Molecular genetics & genomic medicine.
2013;1(2):98-107.

31. Zhou J, Ma Q, Guo C, Shi L, Yao Y, Yu J, et al. [A study on the relationship between endoplasmic reticulum
aminopeptidase2 genetic polymorphisms and non-small cell lung cancer in Yunnan Han population]. Zhonghua jie he he hu
Xi za zhi = Zhonghua jiehe he huxi zazhi = Chinese journal of tuberculosis and respiratory diseases. 2014;37(12):909-14.

32. The Australo-Anglo-American Spondyloarthritis Consortium (TASC) ED, et al. Interaction between ERAP1 and
HLA-B27 in ankylosing spondylitis implicates peptide handling in the mechanism for HLA-B27 in disease susceptibility. Nat
Genet. 2011;43(8):761-7.

33. Cortes A, Hadler J, Pointon JP, Robinson PC, Karaderi T, Leo P, et al. Identification of multiple risk variants for
ankylosing spondylitis through high-density genotyping of immune-related loci. Nat Genet. 2013;45(7):730-8.
34. Zervoudi E, Saridakis E, Birtley JR, Seregin SS, Reeves E, Kokkala P, et al. Rationally designed inhibitor targeting

antigen-trimming aminopeptidases enhances antigen presentation and cytotoxic T-cell responses. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America. 2013;110(49):19890-5.

35. Evnouchidou I, Birtley J, Seregin S, Papakyriakou A, Zervoudi E, Samiotaki M, et al. A common single nucleotide
polymorphism in endoplasmic reticulum aminopeptidase 2 induces a specificity switch that leads to altered antigen processing.
J Immunol. 2012;189(5):2383-92.

36. Zochling J, Smith EU. Seronegative spondyloarthritis. Best Pract Res Clin Rheumatol. 2010;24(6):747-56.

37. Braun J, Sieper J. [Spondyloarthritides]. Z Rheumatol. 2010;69(5):425-32.

38. Landewe RB, van der Heijde DM. [The recognition of patients with spondyloarthritis. New classification criteria].
Ned Tijdschr Geneeskd. 2011;155(30-31).

39. Laval SH, Timms A, Edwards S, Bradbury L, Brophy S, Milicic A, et al. Whole-genome screening in ankylosing
spondylitis: evidence of non-MHC genetic-susceptibility loci. American journal of human genetics. 2001;68(4):918-26.

40. Djouadi K, Nedelec B, Tamouza R, Genin E, Ramasawmy R, Charron D, et al. Interleukin 1 gene cluster
polymorphisms in multiplex families with spondylarthropathies. Cytokine. 2001;13(2):98-103.

41. van der Paardt M, Crusius JB, Garcia-Gonzalez MA, Baudoin P, Kostense PJ, Alizadeh BZ, et al. Interleukin-1beta

and interleukin-1 receptor antagonist gene polymorphisms in ankylosing spondylitis. Rheumatology (Oxford, England).
2002;41(12):1419-23.

42. Monnet D, Kadi A, Izac B, Lebrun N, Letourneur F, Zinovieva E, et al. Association between the IL-1 family gene
cluster and spondyloarthritis. Annals of the rheumatic diseases. 2012;71(6):885-90.
43. Vounotrypidis P, Kouklakis G, Anagnostopoulos K, Zezos P, Polychronidis A, Maltezos E, et al. Interleukin-1

associations in inflammatory bowel disease and the enteropathic seronegative spondylarthritis. Auto- immunity highlights.
2013;4(3):87-94.

44, Timms AE, Crane AM, Sims AM, Cordell HJ, Bradbury LA, Abbott A, et al. The interleukin 1 gene cluster contains
a major susceptibility locus for ankylosing spondylitis. American journal of human genetics. 2004;75(4):587-95.
45, International Genetics of Ankylosing Spondylitis C, Cortes A, Hadler J, Pointon JP, Robinson PC, Karaderi T, et al.

Identification of multiple risk variants for ankylosing spondylitis through high-density genotyping of immune-related loci.
Nature genetics. 2013;45(7):730-8.

46. Maksymowych WP, Rahman P, Reeve JP, Gladman DD, Peddle L, Inman RD. Association of the IL1 gene cluster
with susceptibility to ankylosing spondylitis: an analysis of three Canadian populations. Arthritis and rheumatism.
2006;54(3):974-85.

47. Mahmoudi M, Amirzargar AA, Jamshidi AR, Farhadi E, Noori S, Avraee M, et al. Association of IL1R
polymorphism with HLA-B27 positive in Iranian patients with ankylosing spondylitis. European cytokine network.
2011;22(4):175-80.

48. Wu Z, Gu JR. [A meta-analysis on interleukin-1 gene cluster polymorphism and genetic susceptibility for ankylosing
spondylitis]. Zhonghua yi xue za zhi. 2007;87(7):433-7.
49. Sims AM, Timms AE, Bruges-Armas J, Burgos-Vargas R, Chou CT, Doan T, et al. Prospective meta-analysis of

interleukin 1 gene complex polymorphisms confirms associations with ankylosing spondylitis. Annals of the rheumatic
diseases. 2008;67(9):1305-9.

50. Ravindran JS, Owen P, Lagan A, Lewis J, Korendowych E, Welsh K, et al. Interleukin 1alpha, interleukin 1beta and
interleukin 1 receptor gene polymorphisms in psoriatic arthritis. Rheumatology (Oxford, England). 2004;43(1):22-6.

51. Rahman P, Sun S, Peddle L, Snelgrove T, Melay W, Greenwood C, et al. Association between the interleukin-1
family gene cluster and psoriatic arthritis. Arthritis and rheumatism. 2006;54(7):2321-5.

52. Lopez-Hernandez R, Valdes M, Campillo JA, Martinez-Garcia P, Salama H, Bolarin JM, et al. Pro- and anti-
inflammatory cytokine gene single-nucleotide polymorphisms in inflammatory bowel disease. International journal of
immunogenetics. 2015;42(1):38-45.

53. Bennett AN, Tan AL, Coates LC, Emery P, Marzo-Ortega H, McGonagle D. Sustained response to anakinra in
ankylosing spondylitis. Rheumatology (Oxford, England). 2008;47(2):223-4.
54. Jung N, Hellmann M, Hoheisel R, Lehmann C, Haase I, Perniok A, et al. An open-label pilot study of the efficacy

and safety of anakinra in patients with psoriatic arthritis refractory to or intolerant of methotrexate (MTX). Clinical
rheumatology. 2010;29(10):1169-73.

55. Bruner V, Atteno M, Spano A, Scarpa R, Peluso R. Biological therapies for spondyloarthritis. Therapeutic advances
in musculoskeletal disease. 2014;6(3):92-101.

56. Tsui FW, Tsui HW, Akram A, Haroon N, Inman RD. The genetic basis of ankylosing spondylitis: new insights into
disease pathogenesis. The application of clinical genetics. 2014;7:105-15.

57. Zochling J, Smith EU. Seronegative spondyloarthritis. Best Pract Res Clin Rheumatol. 2010;24(6):747-56.

58. Caffrey MF, James DC. Human lymphocyte antigen association in ankylosing spondylitis. Nature.

1973;242(5393):121.

29



Rezumatul Tezei de Doctorat — ,,Aspecte de imunogenetica in spondiloartritele seronegative”

59. Schlosstein L, Terasaki Pl, Bluestone R, Pearson CM. High association of an HL-A antigen, W27, with ankylosing
spondylitis. The New England journal of medicine. 1973;288(14):704-6.

60. Colbert RA, DeLay ML, Klenk EI, Layh-Schmitt G. From HLA-B27 to spondyloarthritis: a journey through the ER.
Immunological reviews. 2010;233(1):181-202.

61. Brown MA. Genetics and the pathogenesis of ankylosing spondylitis. Current opinion in rheumatology.
2009;21(4):318-23.

62. Carter KW, Pluzhnikov A, Timms AE, Miceli-Richard C, Bourgain C, Wordsworth BP, et al. Combined analysis of
three whole genome linkage scans for Ankylosing Spondylitis. Rheumatology (Oxford, England). 2007;46(5):763-71.

63. Wende H, Colonna M, Ziegler A, Volz A. Organization of the leukocyte receptor cluster (LRC) on human

chromosome 19q13.4. Mammalian genome : official journal of the International Mammalian Genome Society.
1999;10(2):154-60.

64. Middleton D, Williams F, Halfpenny IA. KIR genes. Transplant immunology. 2005;14(3-4):135-42.

65. Vilches C, Parham P. KIR: diverse, rapidly evolving receptors of innate and adaptive immunity. Annu Rev Immunol.
2002;20:217-51.

66. Falco M, Moretta L, Moretta A, Bottino C. KIR and KIR ligand polymorphism: a new area for clinical applications?
Tissue antigens. 2013;82(6):363-73.

67. Middleton D, Williams F, Cullen C, Mallon E. Modification of an HLA-B PCR-SSOP typing system leading to
improved allele determination. Tissue antigens. 1995;45(4):232-6.

68. Halfpenny IA, Middleton D, Barnett YA, Williams F. Investigation of killer cell immunoglobulin-like receptor gene
diversity: IV. KIR3DL1/S1. Human immunology. 2004;65(6):602-12.

69. Crum KA, Logue SE, Curran MD, Middleton D. Development of a PCR-SSOP approach capable of defining the
natural Killer cell inhibitory receptor (KIR) gene sequence repertoires. Tissue antigens. 2000;56(4):313-26.

70. Diaz-Pena R, Blanco-Gelaz MA, Lopez-Larrea C. KIR genes and their role in spondyloarthropathies. Advances in
experimental medicine and biology. 2009;649:286-99.

71. Breban M, Costantino F, Andre C, Chiocchia G, Garchon HJ. Revisiting MHC genes in spondyloarthritis. Current
rheumatology reports. 2015;17(6):516.

72. Lopez-Larrea C, Blanco-Gelaz MA, Torre-Alonso JC, Bruges Armas J, Suarez-Alvarez B, Pruneda L, et al.

Contribution of KIR3DL1/3DS1 to ankylosing spondylitis in human leukocyte antigen-B27 Caucasian populations. Arthritis
research & therapy. 2006;8(4):R101.

73. Diaz-Pena R, Vidal-Castineira JR, Alonso-Arias R, Suarez-Alvarez B, Vicario JL, Solana R, et al. Association of
the KIR3DS1*013 and KIR3DL1*004 alleles with susceptibility to ankylosing spondylitis. Arthritis and rheumatism.
2010;62(4):1000-6.

74. Diaz-Pena R, Vidal-Castineira JR, Mulero J, Sanchez A, Queiro R, Lopez-Larrea C. Activating Killer
immunoglobulin-like receptors genes are associated with increased susceptibility to ankylosing spondylitis. Clinical and
experimental immunology. 2015;180(2):201-6.

75. Deng Z, Zhen J, Zhu B, Zhang G, Yu Q, Wang D, et al. Allelic diversity of KIR3DL1/3DS1 in a southern Chinese
population. Human immunology. 2015;76(9):663-6.
76. Diaz-Pena R, Blanco-Gelaz MA, Suarez-Alvarez B, Martinez-Borra J, Lopez-Vazquez A, Alonso-Arias R, et al.

Activating KIR genes are associated with ankylosing spondylitis in Asian populations. Human immunology. 2008;69(7):437-
42.

77. Jiao YL, Ma CY, Wang LC, Cui B, Zhang J, You L, et al. Polymorphisms of KIRs gene and HLA-C alleles in
patients with ankylosing spondylitis: possible association with susceptibility to the disease. Journal of clinical immunology.
2008;28(4):343-9.

78. Jiao YL, Zhang BC, You L, Li JF, Zhang J, Ma CY, et al. Polymorphisms of KIR gene and HLA-C alleles: possible
association with susceptibility to HLA-B27-positive patients with ankylosing spondylitis. Journal of clinical immunology.
2010;30(6):840-4.

79. Wang S, Li G, Ge R, Duan Z, Zeng Z, Zhang T, et al. Association of KIR genotype with susceptibility to HLA-B27-
positive ankylosing spondylitis. Modern rheumatology / the Japan Rheumatism Association. 2013;23(3):538-41.
80. Levinson RD, Martin TM, Luo L, Ashouri E, Rosenbaum JT, Smith JR, et al. Killer cell immunoglobulin-like

receptors in HLA-B27-associated acute anterior uveitis, with and without axial spondyloarthropathy. Investigative
ophthalmology & visual science. 2010;51(3):1505-10.

81. Kollnberger S, Chan A, Sun MY, Chen LY, Wright C, di Gleria K, et al. Interaction of HLA-B27 homodimers with
KIR3DL1 and KIR3DL2, unlike HLA-B27 heterotrimers, is independent of the sequence of bound peptide. European journal
of immunology. 2007;37(5):1313-22.

82. Cauli A, Piga M, Dessole G, Porru G, Floris A, Vacca A, et al. Killer-cell immunoglobulin-like receptors (KIR) and
HLA-class | heavy chains in ankylosing spondylitis. Drug development research. 2014;75 Suppl 1:515-9.
83. Wong-Baeza I, Ridley A, Shaw J, Hatano H, Rysnik O, McHugh K, et al. KIR3DL2 binds to HLA-B27 dimers and

free H chains more strongly than other HLA class | and promotes the expansion of T cells in ankylosing spondylitis. J Immunol.
2013;190(7):3216-24.

84. Kollnberger S, Bird L, Sun MY, Retiere C, Braud VM, McMichael A, et al. Cell-surface expression and immune
receptor recognition of HLA-B27 homodimers. Arthritis and rheumatism. 2002;46(11):2972-82.
85. Stewart-Jones GB, di Gleria K, Kollnberger S, McMichael AJ, Jones EY, Bowness P. Crystal structures and

KIR3DL1 recognition of three immunodominant viral peptides complexed to HLA-B*2705. European journal of immunology.
2005;35(2):341-51.

86. Bowness P, Ridley A, Shaw J, Chan AT, Wong-Baeza |, Fleming M, et al. Th17 cells expressing KIR3DL2+ and
responsive to HLA-B27 homodimers are increased in ankylosing spondylitis. J Immunol. 2011;186(4):2672-80.

30



