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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 în istoria medicinei, în aprilie 

2013, autorii proiectului afirmau că era genomică a devenit realitate (1); o eră genomică ce a 

permis identificarea cu ușurință a genelor responsabile pentru transmiterea bolilor genetice 

mendeliene, dar, poate mai important, o eră genomică în care elucidarea modului în care sunt 

organizate rețelele genice și proteice, stabilirea modului în care acestea contribuie la fenotipul 

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

Astfel, în ultimii 10 ani o parte consistentă a cercetării științifice s-a dedicat identificării 

contribuției genetice în bolile considerate comune (cardiovasculare, metabolice, reumatice). 

Descifrarea factorului genetic pentru aceste boli, în care factorii de mediu sau de comportament 

au propria lor contribuție, nu este deloc ușoară: definirea unui genotip și fenotip valid biologic, 

cuantificarea expunerii la factorii non-genetici (de mediu sau de comportament), sunt doar 

câteva dintre probleme (1).  

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

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

comune și a variațiilor lor în diverse populații ale lumii. Ele oferă cercetătorilor informația 

necesară pentru a realiza conexiuni între diverse variante genetice și riscul de a dezvolta o 

anumită boală. De exemplu, 1000 Genomes Project a reconstruit genomul a peste 2 500 de 

indivizi din 26 de populații, identificând 84,7 milioane de polimorfisme mononucleotidice 

(single nucleotide polymorphisms – SNPs) (2).  

Un polimorfism mononucleotidic reprezintă forma cea mai simplă de variație a ADN-

ului genomic într-o populație, constând în variația unei singure perechi de baze (adenină-timină 

sau citozină-guanină) într-un anumit locus al secvenței ADN, cu condiția ca fiecare variantă 

alelică (genică) să aibă frecvența de minim 1% în acea populație (3). Alela sau varianta genică 

cu frecvența mai ridicată poartă denumirea de alela majoră, comună sau wild type, în timp ce 

alela cu frecvența mai scăzută poartă denumirea de alelă minoră sau variantă. 

http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/%20whatishapmap.html
http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/%20whatishapmap.html
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Identificarea inter-relației funcționale ce guvernează multiplele susceptibilități genetice 

ale unei boli multifactoriale oferă noi perspective etiopatogenice ce pot duce la o înțelegere 

mai exactă a mecanismelor care stau la baza ei. Însă nu numai variante genice implicate în 

susceptibilitatea de boală pot fi identificate. Descoperirea de variante alelice care influențează 

răspunsul la tratament (atât în privința succesului terapeutic, dar și al posibilelor reacții 

adverse) este un alt domeniu de cercetare foarte actual pe măsură ce medicina personalizată și 

farmacogenomica capătă din ce în ce mai multă importanță în medicina modernă (3). 

Detectarea precoce a bolii poate fi un alt beneficiu rezultat din studiile genetice, dacă 

este identificat un profil biologic molecular al stadiilor precoce bazat pe analiza expresiei 

genice și proteice (1).  

Genomica oferă posibilitatea unei înțelegeri mai exacte a căilor biologice/moleculare 

și, în ultimă instanță, a fiziopatologiei unei boli multi-genice, lucru ce deja contribuie la modul 

în care noile strategii terapeutice pentru o anume boală sunt formulate. Ținte moleculare precise 

pot fi atinse acum cu ajutorul anticorpilor monoclonali, ce și-au dovedit eficacitatea în multiple 

boli autoimune sau în cancer. Dezvoltarea de teste genetice pentru depistarea predispoziției de 

boală este un alt beneficiu al studiilor genetice. Forma de boală, severitatea sau prognosticul ei 

pot avea o cheie genetică care se poate dovedi o informație utilă pentru medici în abordarea 

strategiilor terapeutice individualizate pentru fiecare pacient (3).  

Spondiloartritele seronegative (SASN) sunt un grup de boli reumatice inflamatorii care 

prezintă similarități clinice dar și genetice, asocierea cu HLA-B27 fiind cea mai cunoscută 

dintre ele (4). De altfel, determinarea antigenului HLA-B27 este una dintre investigațiile 

paraclinice utile în diagnosticul acestui grup de boli. Deși considerate boli multi/oligogenice 

de mai mult timp (5), doar în ultimii 10 ani gene din afara complexului major de 

histocompatibilitate (CMH) au fost identificate ca fiind asociate cu boli aparținând acestui 

grup, în special cu spondilita anchilozantă (6, 7). 

Această teza de doctorat și-a propus identificarea particularităților genetice ale 

spondiloartritelor seronegative la pacienții din România. În două studii caz-control au 

fost analizate mai multe polimorfisme mononucleotidice aparținând genelor ERAP2 și 

IL1A la pacienți cu spondiloartrită seronegativă, un al treilea studiu investigând alelele 

KIR3DL1/KIR3DS1 la pacienții HLA-B27 pozitivi cu spondilită anchilozantă (SA). Toate 

cele trei studii de asociere genetică au analizat gene a căror contribuție la riscul de 

spondiloartrită seronegativă și spondilită anchilozantă nu a mai fost cercetată în 

Romania.  
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OBIECTIVE 

Așa cum reiese și din titlul acestei teze de doctorat, obiectivul propus a fost identificarea 

câtorva aspecte importante ce formează profilul imunogenetic al pacienților cu spondiloartrită 

seronegativă și în special al celor cu spondilită anchilozantă și artrită psoriazică, știut fiind 

faptul că aceste două patologii formează cel mai important contingent al pacienților cu SASN. 

Elementele imunogenetice urmărite constituie o premieră pentru populația noastră, ele 

nemaifiind investigate în România la pacienți cu SASN, SA sau artrită psoriazică (AP).  

Numărul total de subiecți ce au fost incluși în studiile ce compun această lucrare a fost 

de 464, distribuiți după cum urmează: 271 pacienți ce au respectat criteriile de clasificare pentru 

SASN, dintre care: 158 pacienți diagnosticați cu SA, 100 pacienți diagnosticați cu AP, 13   

pacienți diagnosticați cu spondiloartrită nediferențiată (SAND) și 193 martori sănătoși. La 

aceste loturi extinse de pacienți și de martori au fost investigate în două studii de asociere 

genetică de tip caz-control câteva polimorfisme mononucleotidice ale genelor ERAP2 și 

respectiv IL1A în relație cu riscul de spondiloartrită seronegativă. Pentru două loturi mai reduse 

de pacienți și de martori a fost analizat impactul genelor KIR asupra riscului de SA.  

Studiile din componența acestei teze de doctorat sunt: 

 ASOCIEREA POLIMORFISMELOR GENEI ERAP2 CU SPONDILOARTRITELE 

SERONEGATIVE LA PACIENȚII HLA B27 NEGATIVI 

 POLIMORFISMELE GENEI IL1A LA PACIENȚII ROMÂNI CU 

SPONDILOARTRITE SERONEGATIVE  

 ALELELE KIR3DL1/KIR3DS1 INFLUENȚEAZĂ RISCUL DE SPONDILITĂ 

ANCHILOZANTĂ LA INDIVIZII HLA-B27 POZITIVI 

O cercetare de asemenea anvergură a fost posibilă doar cu sprijinul unor  instituții 

naționale (UMF "Carol Davila," București – Disciplina de Imunologie și Fiziopatologie din 

cadrul Facultății de Medicină, Spitalul "Dr. I. Cantacuzino", București – Departamentul de 

Reumatologie și Medicină Internă, Spitalul "Sfânta Maria", București – Departamentul de 

Reumatologie și Medicină Internă, Institutul Național de Transfuzii Sanguine "Prof. Dr. C.T. 

NICOLAU", București – Laboratorul HLA, Muzeul Național de Istorie Naturală "Grigore 

Antipa" București) și internaționale (Spitalul Municipal din Belfast, Irlanda de Nord – 

Laboratorul de Imunogenetică și Histocompatibilitate). Participarea cu lucrări de specialitate 

la conferințe și congrese internaționale, dar și publicarea în reviste naționale indexate în baze 

de date internaționale (CNCSIS B+) a asigurat diseminarea rezultatelor cercetării.  
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BAZA DE DATE, COLECȚIA DE ADN, GENOTIPAREA 

HLA-B27 

 

Pacienții care au luat parte la cele trei studii care constituie teza de doctorat au fost 

internați și diagnosticați cu patologiile de interes în două Clinici de Medicină Internă și 

Reumatologie din cadrul Spitalelor „Dr. I.C. Cantacuzino” și „Sfânta Maria”, din București 

între 2006 și 2015. Pentru a putea fi recrutați în studiu a fost nevoie ca pacienții cu SASN să 

îndeplinească criteriile ESSG (8) și respectiv criteriile ASAS pentru formele axiale și periferice 

de SASN (9-11), pentru pacienții admiși după anul 2011. Totodată, pacienții diagnosticați cu 

SA au respectat criteriile New York modificate 1984 (12) în timp ce pacienții cu AP au trebuit 

să îndeplinească criteriile CASPAR (13) pentru a fi admiși în studiu. Diagnosticul de 

spondiloartrită nediferențiată a fost susținut dacă pacienții au îndeplinit criteriile ESSG, 

respectiv ASAS pentru formele axiale și periferice de boală, dar nu au întrunit criteriile de 

clasificare specificate anterior pentru SA sau AP sau cele pentru artrită reactivă sau 

spondiloartrită asociată bolilor inflamatorii intestinale.  

Subiecții ce au constituit lotul martor au fost selectați dintre potențialii donatori de 

măduvă osoasă hematogenă înregistrați de Institutului National de Transfuzii Sanguine „Prof. 

Dr. C. T. Nicolau”, București, fiind indivizi sănătoși fără antecedente personale de SASN. Toți 

participanții (pacienți, martori sănătoși) au semnat un formular de consimțământ informat, 

studiile având acordul comisiilor locale de etică.  

Unul din cele două kituri comerciale, mi-Blood Genomic DNA Isolation Kit - 

Metabion, Germany și QIAamp DNA Blood Mini Kit Qiagen, Germany a fost utilizat pentru 

extracția ADN urmând protocolul specific fiecărui kit. Concentrația și puritatea ADN-ului 

genomic extras a fost evaluată cu ajutorul  spectrofotometrului NanoDrop ND‐1000 

(NanoDrop Technologies, USA). 

Genotiparea HLA-B27 a fost realizată pentru 175 martori sănătoși (rata de genotipare 

= 90,67%), 158 pacienți cu SA (rata de genotipare 100%), 99 pacienți cu AP (99% rata de 

genotipare) și 13 pacienți cu SAND (100% rata de genotipare). Metoda utilizată a fost reacția 

de polimerizare în lanț cu primeri specifici secvenței (PCR-SSP: polymerase chain reaction 

with sequence specific primers) folosind două 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). 
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ASOCIEREA POLIMORFISMELOR GENEI ERAP2 CU 

SPONDILOARTRITELE SERONEGATIVE LA 

PACIENȚII HLA-B27 NEGATIVI 

 

INTRODUCERE  

Spondiloartritele seronegative sunt boli inflamatorii reumatismale înrudite, a căror 

etiopatogenie complexă a început să fie elucidată în ultimii ani, pe măsură ce, din ce în ce mai 

multe studii de asociere genetică au identificat noi posibile gene candidat responsabile de 

influența riscului de boală. Spondiloartritele seronegative cuprind un nucleu central format din 

spondilita anchilozantă și artrita psoriazică cărora li se adaugă artrita reactivă, artrita asociată 

cu bolile inflamatorii intestinale, spondiloartrita juvenilă, uveita acută anterioară și 

spondiloartrita nediferențiată (14). 

Tot mai multe studii recente de asociere genetică au început să identifice gene non-

MHC care influențează riscul de a dezvolta spondiloartrite. Polimorfisme mononucleotidice 

aparținând genelor ERAP1 și IL-23R (7, 15, 16) au fost raportate ca asociate cu SA și SASN 

de către studii de tip asociere genetică largă GWAS (Genome Wide Association Study). În 

prezent se consideră că gena ERAP1 contribuie cel mai mult la suspiciunea de SA, după HLA-

B27, având un risc atribuit de 26% (17). Însă asocierea ERAP1 cu SA și cu SASN este strict 

limitată la indivizii HLA-B27 pozitivi (16, 18), fapt ce sugerează cooperarea moleculelor 

codificate de aceste gene în etiopatogenia SA.  

Deși mai puțin studiată, există indicii că gena ERAP2, care codifică o altă 

aminopeptidază din reticulul endoplasmatic cu funcție similară și în același timp 

complementară ERAP1, se asociază cu SA. Încă din 2010 Tsui et al. identifică o combinație 

haplotipică a trei polimorfisme (rs27044[G] rs30187[T] rs2549782[T]), primele două 

aparținând genei ERAP1 și ultimul aparținând genei ERAP2, ca fiind asociată cu SA familială 

(19). Un studiu foarte recent a raportat  asocierea genei ERAP2 cu spondilita anchilozantă la 

pacienții HLA-B27 pozitivi și negativi (20). 

Obiectivul acestui studiu a fost investigarea a două polimorfisme 

mononucleotidice (rs2910686 și rs2248374) aparținând genei ERAP2 în relație cu riscul 

de boală la pacienții români cu spondiloartrite seronegative.  
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MATERIALE ȘI METODE  

Studiul de tip caz-control a inclus 139 martori sănătoși și 192 de pacienți cu 

spondiloartrită seronegativă, dintre care 80 pacienți SA, 99 pacienți AP și 13 pacienți SAND. 

Lotul de martori sănătoși a fost compus din subiecți etnici români potențialii donatori 

de măduvă osoasă hematogenă aflați în evidența Institutului Național de Transfuzii Sanguine 

"Prof. Dr. C.T. NICOLAU", București. În lotul martor vârsta medie a fost 37,8 ani, cea mediană 

de 35,5 ani, iar raportul bărbați : femei = 71 : 68. Pacienții recrutați în acest studiu au fost 

diagnosticați în Departamentele de Reumatologie și Medicină Internă ale Spitalelor "Dr. I. 

Cantacuzino" și "Sfânta Maria" din București.  

Cele două polimorfisme ale genei ERAP2 (rs2248374 și rs2910686) au fost genotipate 

prin metoda RT-PCR ale cărei principii sunt descrise în capitolul următor. Kiturile comerciale 

TaqMan® Allelic Discrimination Assays (C__25649529_10 și C__26382310_10) au fost 

folosite pentru genotipare, în conformitate cu protocolul oferit de producător (Thermo Fisher 

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

Ambele polimorfisme localizate în introni au fost genotipate pentru toți participanții la 

studiu cu excepția unui pacient cu AP pentru care genotiparea polimorfismului rs2910686 nu 

a fost posibilă.  

 

ANALIZA STATISTICĂ  

Echilibrul Hardy-Weinberg (HWE) a fost evaluat cu ajutorul testului Pearson's chi-

squared  (Testul  - chi pătrat) și a testului Exact Fisher. Pachetul software PLINK 1.9 (21) a 

fost folosit pentru calculul statistic al celor două teste (testul  și testul Exact Fisher) folosite 

în evaluarea HWE. Estimarea haplotipurilor (combinațiile alelice posibile dintre cele două SNP 

studiate) s-a realizat cu programul software PLINK 1.9, iar testele de asociere dintre frecvențele 

haplotipice din loturile de pacienți și cele din loturile martor s-au realizat cu ajutorul testului 

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

Au fost comparate frecvențele alelice și frecvențele genotipurilor pentru fiecare 

polimorfism investigat între loturile martor și loturile de pacienți. Asocierea statistică a fost 

evaluată cu ajutorul testului Exact Fisher. Estimarea linkage disequilibrium (LD) prin 

calcularea coeficientului r2, ce exprimă gradul de corelație dintre cele două perechi de loci s-a 

realizat de asemenea ajutorul programului PLINK 1.9.  



Rezumatul Tezei de Doctorat – „Aspecte de imunogenetică în spondiloartritele seronegative” 

9 

REZULTATE 

 

Atât lotul general de martori sănătoși cât și sublotul martorilor HLA-B27 negativi au 

fost în echilibru Hardy-Weinberg pentru ambele polimorfisme mononucleotidice studiate. 

HWE s-a menținut de asemenea pentru toate loturile și subloturile de pacienți atât pentru 

polimorfismul rs2248374 cât și pentru rs2910686. În urma estimării LD în lotul martorilor 

sănătoși a fost observată o tendință moderat-semnificativă de transmitere împreună a celor două 

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

Într-o primă analiză a datelor obținute am comparat frecvențele alelice și cele ale 

genotipurilor între lotul general al martorilor sănătoși și lotul general de pacienți cu 

spondiloartrită seronegativă. Singura asociere marginală observată (p = 0,08) a fost pentru 

purtătorii alelei minore A aparținând polimorfismului rs2248374 (genotipurile AA și AG), care 

au fost mai numeroși în lotul pacienților SASN (77,6%) comparativ cu cel al martorilor (69%). 

Când am comparat sublotul pacienților SA cu lotul martor general s-a observat 

frecvența alelei minore A (polimorfismul rs2248374) aproape identică în cele două loturi 

(45,6% în lotul SA și 45,7% în lotul martor), valoarea p fiind apropiată de 1 (p = 0,99). 

Frecvența alelei minore C (polimorfismul rs2910686) este 38,7% în lotul pacienților cu SA și 

37,4% în lotul martor (p = 0,78). Frecvențele genotipurilor urmează același trend, de exemplu, 

pentru polimorfismul 2248374 frecvența genotipului GG (alela majoră) este 30% în lotul 

pacienților cu SA și 31% în lotul martor. 

Rezultatele devin mai interesante însă, când analiza implică subloturi de pacienți fie 

complet, fie predominant HLA-B27 negativi. 

Astfel, analizând lotul de pacienți cu artrită psoriazică, în care proporția de indivizi 

HLA-B27 negativi este 79,8%, s-au observat diferențe apreciabile în frecvențele alelice și în 

distribuția genotipurilor pentru ambele polimorfisme. Valorile p sunt semnificative statistic 

pentru polimorfismul rs2248374 atât în ceea ce privește frecvența alelei minore A (p = 0,04), 

cât și pentru purtătorii alelei minore (genotipurile AA și AG) care au un risc mai mare de a 

dezvolta boala (p = 0,02). Pentru cel de-al doilea polimorfism (rs2910686), purtătorii alelei 

majore (genotipurile TT și CT), sunt mai numeroși în lotul martor (87,8%) decât în lotul 

pacienților cu AP (77,6%), diferență ce este semnificativă statistic (p = 0,03).  

Asocieri, chiar mai puternice decât cele prezentate, sunt observate în sublotul de 

pacienți HLA-B27 negativi cu artrită psoriazică în comparație cu sublotul martorilor HLA-B27 
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negativi, confirmând asocierea polimorfismului rs2248374 cu AP la indivizii HLA-B27 

negativi (p = 0,02) și a polimorfismului rs2910686 (p = 0,03). De asemenea, purtătorii alelei 

minore (genotipurile AA și AG) ce aparține polimorfismului rs2248374 prezintă un risc crescut 

de a dezvolta boala (p = 0,02). Pentru cel de-al doilea polimorfism, frecvența genotipurilor 

TT+CT (purtătorii alelei majore) este semnificativ scăzută în lotul pacienților HLA-B27 

negativi cu AP (76,9%) comparativ cu cea din în lotul martorilor HLA-B27 negativi (89%), 

sugerând un efect protector al acestei alele.  

Cele mai puternice asocieri de până acum au fost obținute pentru polimorfismul 

rs2248374 (p = 0,01) în cazul analizei sublotului SASN HLA-B27 negativ versus lotul martor 

HLA-B27 negativ, atestând asocierea polimorfismului cu SASN la indivizii HLA-B27 

negativi. Mai mult, genotipul GG s-a dovedit a avea efect protector împotriva bolii comparat 

cu genotipul AA (p = 0,01). De altfel, acest efect protector al genotipului GG a fost observat 

nu numai în lotul pacienților SASN HLA-B27 negativi, ci și pentru loturile pacienților cu AP 

generali, neselectați (p = 0,04) și a celor HLA-B27 negativi (p = 0,02). Indivizii homozigoți 

pentru alela protectivă G a polimorfismului rs2248374 sunt aceia la care nivelele proteice ale 

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

Și în cazul celui de-al doilea polimorfism ERAP2 (rs2910686) frecvența alelei minore 

C a fost semnificativ crescută (46,5%) în lotul SASN HLA-B27 negativ comparativ cu lotul 

martor HLA-B27 negativ (36%). Purtătorii alelei majore T (genotipurile TT+CT) sunt mai 

puțin numeroși în lotul pacienților HLA-B27 negativi cu SASN (78%) comparativ cu lotul 

martorilor HLA-B27 negativi (89%), având o susceptibilitate mai scăzută la SASN HLA-B27 

negative (p = 0,02).  

Analiza haplotipurilor reconstruite ale celor două polimorfisme genotipate a avut 

rezultate oarecum așteptate în funcție de loturile de pacienți în care aceasta s-a realizat. Astfel, 

pentru loturile generale SASN/martori, SA/martori  nu a fost observată o distribuție diferită a 

frecvenței haplotipurilor reconstruite. În schimb pentru loturile de pacienți SASN HLA-B27 

negativi și martori HLA-B27 negativi haplotipul AC al alelelor minore a fost factor de risc 

pentru SASN (p = 0,019), î, timp ce haplotipul alelelor majore GT a fost factor de protecție (p 

= 0,009).  

Și analiza haplotipurilor reconstruite rs2248374|rs2910686 în loturile pacienților cu 

artrită psoriazică arată asocierea dintre acestea și boală, în special în subloturile HLA-B27 

negative, atât pentru haplotipul de risc AC (p = 0,26) cât și pentru cel protector GT (p = 0,015).  
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DISCUȚII ȘI CONCLUZII  

 

Acesta este primul studiu care investighează polimorfisme mononucleotidice 

aparținând genei ERAP2 într-un lot de pacienți cu spondiloartrită seronegativă din România. 

De altfel, deși polimorfisme ERAP2 au fost investigate în loturi de pacienți cu SA, boala Crohn 

sau uveită anterioară, nu sunt studii internaționale care să analizeze relația genei ERAP2 cu un 

lot general de SASN. Rezultatele prezentate dovedesc asocierea celor două polimorfisme 

investigate, în special a SNP-ului rs2248374, cu spondiloartrita seronegativă în sublotul de 

pacienți HLA-B27 negativi. Mai mult, polimorfismul rs2248374 se asociază cu artrita 

psoriazică (lotul comun –  HLA-B27 pozitiv și negativ), în timp ce ambele variante genice 

ERAP2 influențează riscul de AP la indivizii HLA-B27 negativi de origine română. Genotipul 

homozigot GG al polimorfismului rs2248374 oferă protecție împotriva SASN la indivizii 

HLA-B27 negativi și împotriva AP, atât pentru sublotul HLA-B27 negativ, cât și pentru lotul 

AP comun, neselectat. Analiza haplotipurilor reconstruite a relevat asocierea cu SASN, în 

sublotul pacienților HLA-B27 negativi, și cu AP, atât în lotul general/neselectat, cât și în lotul 

selectat HLA-B27 negativ, haplotipul alelelor minore AC fiind factor de risc pentru patologiile 

în cauză, în timp ce haplotipul alelelor majore GT este protectiv. 

Variante genice ale ERAP2 au fost descrise în diverse studii genetice ca asociate cu 

patologii apropriate sau aparținând grupului de spondiloartrite seronegative, ca de exemplu: 

bolile inflamatorii intestinale în general (23) și  boala Crohn în particular (24), uveita acută 

anterioară (25), corioretinopatia birdshot (o formă rară de uveită autoimună) (26) și psoriazisul 

(27). Polimorfisme ale genei ERAP2 au mai fost de asemenea extensiv studiate în patogeneza 

preeclampsiei. Contribuția ERAP2 la această patologie congenitală a sarcinii a fost confirmată 

în diverse populații: australiană, norvegiană (28), africano-americană (29) și ciliană (30). Un 

studiu singular asociază polimorfismele ERAP2 cancerului pulmonar în populația Yunnan Han 

din China (31). 

Inițial, interesul pentru gena ERAP2 în SA a fost doar secundar celui acordat genei 

ERAP1 a cărei asociere fermă cu SA a devenit evidentă în urmă cu aproape zece ani (7). 

Ulterior, asocierea s-a dovedit a fi limitată doar la indivizii HLA-B27 pozitivi (32). Recent, 

această asociere restricționată HLA-B27 a ERAP1 cu SA, dar și cu SASN a fost confirmată de 

grupul nostru și în România (18). 

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

cohorte extinse (peste zece mii de pacienți cu SA și peste cincisprezece mii de martori sănătoși) 
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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 limitată la pacienții HLA 

B-27 negativi: rs2549782 (determină modificarea activității enzimatice), rs2248374 (genotipul 

protectiv GG determină nivele zero ale ERAP2) și rs2910686. Ultimele două polimorfisme au 

fost genotipate de noi în acest studiu. Din păcate dimensiunea lotului nostru de pacienți nu a 

făcut posibilă o analiză a polimorfismelor la pacienții SA HLA-B27 negativi. Însă rezultatele 

noastre în ceea ce privește asocierea acestor polimorfisme cu pacienții SASN HLA-B27 

negativi, cu pacienții AP neselectați (aproape 80% HLA-B27 negativi) și cu sublotul 

pacienților AP HLA-B27 negativi sunt concordante cu cele raportate de IGAS. Într-adevăr, în 

studiul nostru asocierea polimorfismelor ERAP2 rs2248374 și rs2910686 cu spondiloartrita 

seronegativă este restricționată la indivizii HLA-B27 negativi. Mai mult, asocierea este mai 

puternică în sublotul pacienților cu artrită psoriazică HLA-B27 negativ decât în cel general 

(neselectat). 

În 2015, Robinson et al. analizează subloturile de pacienți și de martori HLA-B27 

pozitivi de origine europeană din studiul IGAS și identifică asocierea ERAP2 cu SA și la 

pacienții HLA-B27 pozitivi (20), asociere pe care studiul nostru nu a reprodus-o. Dacă se 

confirmă asocierea ERAP2 cu toți pacienții SA, indiferent de prezența antigenului HLA-B27, 

atunci va crește considerabil numărul pacienților care pot beneficia de potențialele imunoterapii 

de tipul inhibitorilor de aminopeptidază, ce blochează ERAP2, și care sunt în prezent în 

cercetare (34).  

Identificarea asocierii genei ERAP1 cu SA a reprezentat probabil cel mai important 

eveniment de la descoperirea în anii 70 a asocierii HLA-B27 cu SA. Cu toate acestea, ERAP1 

a continuat să ofere explicații etiopatogenice pacienților HLA-B27 pozitivi, datorită restricției 

de asociere menționate, și prea puține explicații au fost oferite pacienților HLA-B27 negativi. 

Identificarea ERAP2 printre genele ce contribuie la riscul SA, AP și SASN la indivizii HLA-

B27 negativi este un eveniment semnificativ în clarificarea mecanismelor de apariție a acestor 

boli la acest subgrup de pacienți. Unele variante genice ale ERAP2 influențează decisiv 

activitatea enzimatică a acesteia și, în consecință, vor influența procesarea antigenelor și 

modalitatea de generare a epitopilor (35) care vor fi expuși pe molecule MHC clasa I, altele 

decât HLA-B27. Înțelegerea consecințelor funcționale, uneori dramatice, ale polimorfismelor 

ERAP2 este obligatorie pentru înțelegerea predispoziției de boală la pacienții HLA-B27 

negativi, dar și pentru dezvoltarea unor soluții terapeutice noi de care aceștia ar putea beneficia. 
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POLIMORFISMELE GENEI IL1A LA PACIENȚII ROMÂNI 

CU SPONDILOARTRITE SERONEGATIVE 

 

INTRODUCERE  

Spondilita anchilozantă (SA) și artrita psoriazică (AP) sunt reprezentantele cele mai 

importante ale grupului spondiloartrite seronegative (SASN), grup ce mai include artrita 

reactivă, spondiloartrita asociată bolilor inflamatorii intestinale, uveita acută anterioară, 

spondiloartrita juvenilă și spondiloartrita nediferențiată (SAND) (36). Artrita inflamatorie 

axială și periferică asimetrică reprezintă caracteristica clinică a acestor boli reumatismale 

înrudite, iar asocierea apropiată cu antigenul leucocitar uman B27 (human leucocyte antigen, 

HLA-B27) reprezintă cea mai recunoscută trăsătură genetică (37, 38).  

În ultimii 15 ani (5) a devenit clar că trebuie să există și alte gene, din afara complexului 

major de histocompatibilitate (major histocompatibility complex, MHC), care contribuie la 

riscul genetic al SA și AP. Câteva regiuni cromozomiale (1p, 2q, 6p, 9q, 10q, 16q și 19q) au 

fost identificate într-una dintre primele scanări genomice pe scară largă (genome-wide scans) 

efectuate vreodată, indicând prezența unor factori genetici de susceptibilitate non-MHC în SA 

(39). De atunci, gena ERAP1 (endoplasmic reticulum aminopeptidase - aminopeptidazei 

reticulului endoplasmic) și gena IL 23R (receptorului interleuchinei 23) au fost identificate ca 

fiind candidate viabile de câteva studii de asociere genetică largă (genome-wide associations 

studies, GWAS) (7, 15), pe când implicarea clusterului de gene ale familiei IL-1 în 

susceptibilitatea de SA a rămas mai puțin certă (40, 41).  

Polimorfismele genei IL1A au fost corelate cu predispoziția de boală în spondiloartritele 

seronegative ca grup, precum și cu AS în particular (42), iar concentrațiile serice ale IL-1α au 

fost mai crescute în forma activă de spondiloartrită asociată bolilor inflamatorii intestinale 

comparativ cu formele inactive de boală (43). 

Scopul acestui studiu a fost să investigheze dacă două polimorfisme 

mononucleotidice ale genei IL1A, rs17561 și rs1800587 influențează riscul de boală la 

pacienții români cu  spondiloartrite seronegative. De asemenea, au fost analizate separat 

subgrupurile de pacienți cu SA și AP în relație cu cele două variante genice ale IL1A.  
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MATERIALE ȘI METODE  

 

Cohortele caz-control selectate pentru acest studiu au inclus un total de 400 de subiecți 

caucazieni, de origine română: 240 de pacienți cu SASN (58,3% SA și 41,7% pacienți cu AP) 

și 160 de martori sănătoși. Pacienții cu SA au fost diagnosticați conform criteriilor New York 

din 1984 modificate (12), în vreme ce criteriile de clasificare pentru artrita psoriazică 

(Classification Criteria for Psoriatic Arthritis, CASPAR) (13) și cele ale Societății 

Internaționale de Evaluare a Spondiloartritelor (Assessment of SpondyloArthritis international 

Society, ASAS) (10, 11) au fost utilizate pentru diagnosticul pacienților cu AP în 

Departamentele de Reumatologie și Medicină Internă ale Spitalelor "Dr. I. Cantacuzino" și 

"Sfânta Maria" din București. Subiecții incluși în lotul martor sunt potențiali donatori de 

măduvă osoasă hematogenă sănătoși care nu prezintă simptome și nu au istoric de SASN, 

selecționați de Institutul Național de Transfuzie Sangvină  "Prof. Dr. CT Nicolau", București. 

Studiul a avut aprobarea comisiilor locale de etică și toți subiecții recrutați au semnat un 

consimțământ informat. 

Pacienții SASN și martorii sănătoși au fost genotipați pentru două polimorfisme 

mononucleotidice aparținând genei IL1A care au fost alese pe baza rezultatelor unor studii 

anterioare de asociere genetică și meta-analize. Genotiparea celor două polimorfisme a fost 

realizată cu ajutorul a două kituri TaqMan® Allelic Discrimination Assays (C___9546471_10 

și C___9546481_20, Thermo Fisher Scientific Inc, Applied Biosystems™, Foster City, MA, 

USA), utilizând aparatul 7300 Real Time PCR System aflat în dotarea laboratorului Disciplinei 

de Fiziopatologie și Imunologie a Facultății de Medicină, UMF "Carol Davila", București și 

respectând protocoalele producătorului. 

 

ANALIZA STATISTICĂ  

 

Echilibrul Hardy–Weinberg (HWE) a fost testat pentru ambele SNP-uri în grupul de 

martori ajutorul testului exact Fisher. Frecvențele alelice și ale genotipurilor pentru fiecare SNP 

au fost comparate între lotul de pacienți cu SASN și martori dar și între sublotul de SA și AP 

și lotul martor. Pachetul software PLINK 1.9 (21) a evaluat potențialul de asociere aplicând 

testul Exact Fisher, iar valori ale p ≤ 0.05 au fost considerate semnificative statistic. Cu același 

software s-a calculat frecvența haplotipurilor, a fost evaluat echilibrul Hardy–Weinberg și a 

fost estimat linkage disequilibrium (LD). 
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REZULTATE 

 

Echilibrul Hardy–Weinberg a fost observat în grupul de control pentru polimorfismul 

rs1800587. O derivație minoră a fost observată pentru polimorfismul  rs17561 (p = 0,03). Rata 

de genotipare a fost de 97,5% pentru polimorfismul rs17561 (la un număr de 5 pacienți cu SA 

și la un pacient cu AP genotiparea nu a fost posibilă) și de 99,6% pentru polimorfismul 

rs1800587 (doar la un singur pacient cu SA genotiparea nu a fost posibilă). Estimarea LD 

pentru cele două polimorfisme mononucleotidice ale IL1A a identificat o tendință de înaltă 

corelație între cei doi loci în populația noastră, valoarea r2 fiind 0,75.  

Pentru polimorfismul rs17561 [-340G/T] frecvența alelei minore a fost similară în lotul 

SASN general (31,4%) comparativ cu lotul martor (32,8%),  analiza statistică confirmând lipsa 

de asociere (p = 0,67). De asemenea purtătorii alelei minore T (genotipurile TT și GT) nu au 

prezentat nici o diferență în ceea ce privește predispoziția pentru boală (p = 0,42). Rezultate 

similare s-au profilat și pentru cel de-al doilea polimorfism al genei IL1A investigat, rs1800587 

[C-889T]. Frecvența alelei minore T a fost 29,1% la pacienții SASN și 29,7% în lotul martorilor 

sănătoși (p = 0,85), în timp ce purtătorii alelei minore T au prezentat același risc de a dezvolta 

boala ca și purtătorii genotipului CC (p = 0,74).  

Analiza separată a cazurilor de spondiloartrită HLA-B27 pozitive a avut același 

rezultat. Pentru ambele polimorfisme IL1A frecvența alelelor minore a prezentat mici variații 

între lotul de martori sănătoși și (32,8% pentru rs17561 și 29,7% pentru rs1800587) și lotul de 

pacienți (32,3% pentru rs17561 și 31,8% pentru rs1800587) care s-au tradus în valori ale p mai 

mari de 0,05 (p = 0,89 pentru rs17561 și p = 0,57 pentru rs1800587) , în timp ce purtătorii 

alelelor minore au avut o distribuție similară în cele două cohorte (Tabelul 8.5). Astfel, pentru 

polimorfismul rs17561 genotipurile TT+GT au avut o frecvență de 58,7% în lotul martor și 

56,9% în lotul SASN HLA-B27 pozitiv (p = 0,75), iar pentru polimorfismul rs1800587 

frecvența genotipurilor TT+CT a fost de 50,7% pentru martori și 53% pentru pacienții HLA-

B27 pozitivi. O examinare ulterioară a fiecărui subgrup de pacienți cu spondilită anchilozantă, 

respectiv cu artrită psoriazică împotriva grupului de martori sănătoși a fost realizată. 

Frecvențele alelelor minore pentru ambele polimorfisme investigate în subgrupul pacienților 

cu SA  (32,2% pentru polimorfismul rs17561 și 31,8% pentru polimorfismul rs1800587) au 

fost foarte apropiate de cele identificate în lotul martorilor sănătoși (32,8% pentru 

polimorfismul rs17561 și 29,7% pentru polimorfismul rs1800587), astfel încât nici o asociere 

cu susceptibilitatea de boală nu a fost observată (p = 0,87).  
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Analiza genotipurilor în sublotul pacienților cu SA a avut rezultatele așteptate. 

Frecvența genotipurilor purtătoare ale alelei minore T (TT și GT) pentru polimorfismul 

rs17561 în lotul de pacienți cu SA a fost 56,3%, adică foarte apropriată de cea prezentă în lotul 

martor 58,7%, pacienții purtători ai alelei minore având același risc de a dezvolta SA ca și 

indivizii sănătoși (p = 0,67). Pentru polimorfismul rs1800587frecvențele sumate ale 

genotipurilor TT și CT au fost de 51,1% în lotul de pacienți SA și de 50,1% în lotul martor, 

prin urmare ambele loturi au avut același risc de a dezvolta spondilită anchilozantă (p = 0,93). 

Pentru sublotul pacienților cu artrită psoriazică frecvențele alelelor minore ale celor 

două polimorfisme mononucleotidice prezintă variații minime față de cele ale grupului de 

control, iar această distribuție s-a oglindit și în frecvențele genotipurilor. Astfel, deși 

frecvențele alelelor minore T ale celor două polimorfisme investigate (30,3% pentru 

polimorfismul rs17561 și 27% pentru polimorfismul rs1800587) au fost mai mici în lotul 

pacienților cu artrită psoriazică decât în cel al martorilor sănătoși (32,8% pentru polimorfismul 

rs17561 și 29,7% pentru polimorfismul rs1800587), aceasta nu s-a tradus într-o diferență 

semnificativă statistic (p = 0,55 pentru polimorfismul rs17561 și p = 0,50 pentru polimorfismul 

rs1800587).  

Pentru polimorfismul rs17561 purtătorii alelei minore (genotipurile TT și GT) în lotul 

pacienților AP au reprezentat 52,5% în timp ce în lotul martorilor sănătoși procentul a fost mai 

ridicat 58,7%, însă fără să atingă pragul de semnificație statistică (p = 0,32). În mod similar 

frecvențele genotipurilor care conțin alela minoră a rs1800587 au fost mai scăzute în lotul de 

pacienți (46%) față de cel al martorilor (50,7%), dar fără semnificație statistică (p = 0,46). 

Analiza suplimentară a subgrupului de pacienți SA HLA-B27 pozitivi sau analiza 

separată a subloturilor de pacienți SASN și martori distribuiți pe sexe a urmat același patern de 

neasociere între polimorfismele IL1A investigate și SASN/SA. Analiza haplotipurilor a arătat 

o distribuție aproape identică a combinațiilor haplotipice a polimorfismelor studiate, din care 

au rezultat valori similare ale frecvenței haplotipurilor în lotul pacienților cu spondiloartrită 

seronegativă comparativ cu cele din lotul martor. Analiza separată a subloturilor de pacienți cu 

SA și AP a avut, cum era de așteptat, rezultate cvasi-identice. Frecventa haplotipului alelelor 

minore a fost 29,4% pentru pacienții cu SA, 25,7% pentru pacienții cu AP și 28,1% în lotul 

martor, prin urmare, acest haplotip  nu se constituie factor de risc nici pentru SA (p = 0,71), 

nici pentru AP (p = 0,55). Frecvența haplotipului alelelor majore (GC) ale polimorfismelor 

rs17561|rs1800587 a fost apropiată în loturile de pacienți (66,4% pentru SA și 68,1% pentru 

AP) comparativ cea din lotul martor (65,6%), și nu se constituie ca factor protectiv pentru nici 

una dintre cele două patologii (p = 0,83 pentru SA și p = 0,54 pentru AP).  
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DISCUȚII ȘI CONCLUZII  

 

Acesta este primul studiu de asociere genetică realizat în România care investighează 

legătura dintre variantele genice ale IL1A și spondiloartrita seronegativă. Rezultatele noastre 

arată că polimorfismele genei IL1A investigate (rs17561 [-340G/T] și rs1800587 [C-889T]) nu 

influențează predispoziția de boală pentru pacienții români cu spondiloartrite seronegative în 

general, și nici cu spondilită anchilozantă sau artrită psoriazică în special. 

Informațiile în ceea ce privește cluster-ul genic IL1 localizat la nivelul cromozomului 

2q14 ca locus de susceptivilitate pentru SA și AP au fost oarecum controversate încă de la 

primele studii genetice care l-au investigat în relație cu aceste patologii (40, 41, 44). Mai multe 

studii de asociare genetică largă (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, deși loci localizați pe cromozomul 2q11, și care găzduiesc genele IL1R1 și 

IL1R2, au arătat asocieri sugestive cu spondilita anchilozantă în populații europene (45). 

Cu toate acestea, există multiple studii de asociere genetică și meta-analize care par să 

implice polimorfisme mononucleotidice aparținând genelor IL1A, IL1B sau IL1RN ca 

reprezentând un factor de risc pentru SA, AP și SASN în general în variate populații. Unul 

dintre cele mai citate studii în literatură a examinat trei populații canadiene și a identificat mai 

multe polimorfisme aparținând cluster-ului genic IL-1 ca fiind asociate cu riscul de SA. Autorii 

studiului au identificat, printre altele, trei polimorfisme aparținând genei IL1A (rs3783550, 

rs3783543 și rs3783526) ca fiind asociate cu SA, însă polimorfismele investigate de noi, 

rs17561 și rs1800794, nu s-au numărat printre cele care s-au asociat cu riscul de boală (46). În 

mod similar, polimorfismul IL1A rs1800587 [-889C/T] nu a fost asociat cu SA într-un studiu 

realizat pe o cohortă de pacienți HLA-B27 pozitivi din Iran, cu toate că polimorfismul 

rs2234650 aparținând genei IL1R a influențat riscul de a dezvolta SA (47). 

Una dintre primele meta-analize care a abordat acest subiect, și care a inclus șase studii 

și pacienți din nouă populații, a investigat complexul genic IL-1 în raport cu susceptibilitatea 

de boală pentru SA și a raportat printre polimorfismele relevante unul dintre SNP-urile 

aparținând IL1A investigate și de noi, rs1800587 [C-889T] (48). O meta-analiză prospectivă 

care a încercat să determine contribuția cluster-ului genic IL-1 la susceptibilitatea de a dezvolta 

SA în diferite populații a identificat trei variante genice IL1A (rs17561, rs2856836, rs1894399) 

ca având o înaltă asociere cu SA (49).  
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Primul studiu care a implicat polimorfisme ale genei IL1A în artrita psoriazică a 

identificat SNP-ul rs1800587 [C-889T] ca factor de risc pentru boală (50). Doi ani mai târziu, 

Rahman et al. au raportat existența a două regiuni din cadrul complexului genic IL-1 ce 

contribuie independent la riscul de artrită psoriazică: gena IL1A (rs3783547, rs3783543 și 

rs17561) și o regiune ce se întinde de la secvența terminală a IL1B și trece prin IL-1F7 și IL-

1F8 până la IL-1F10 (51). 

Monnet et al. au fost primii care au raportat faptul că polimorfisme ale genei IL1A sunt 

asociate cu SASN ca întreg, și cu SA în particular (42). Gena IL1A pare să influențeze de 

asemenea și fenotipul SA, în special severitatea sacroiliitei (42). O variație semnificativă a 

nivelelor serice ale IL-1α și IL-1Ra la pacienții cu spondiloartrită activă asociată cu bolile 

inflamatorii intestinale comparativ cu forma inactivă de boală a fost descrisă (43), deși un 

studiu mai recent nu a descoperit nici o diferență statistică în distribuția frecvenței alelice și a 

genotipurilor mai multor polimorfisme aparținând IL1A, IL1B și IL1RN între lotul de pacienți 

cu boală inflamatorie intestinală și lotul de martori sănătoși (52). 

Rezultatele raportate în literatură privind implicarea complexului genic IL-1 în 

susceptibilitatea de boală pentru SASN și SA sunt discordante în multe situații. Mai mult, 

agenții terapeutici care blochează IL-1, așa cum este Anakinra, un IL1-Ra recombinat, aprobat 

pentru tratamentul pacienților cu poliartrită reumatoidă, au arătat o eficacitate limitată la 

pacienții cu SA  (53) și AP (54), în timp ce pentru tratamentul SASN nu există în prezent studii 

care să le evalueze eficacitatea (55). Este posibil ca anumite discrepanțe dintre studii să se 

datoreze design-ului acestora sau datorită puterii statistice limitate a unora dintre ele (56), dar 

un motiv mai probabil pentru existența atâtor rezultate contrastante poate fi eterogenitatea bolii 

însăși. Spondiloartritele sunt boli genetice multifactoriale, iar factorii genetici implicați în 

susceptibilitatea de boală pot fi diferiți de la o populație la alta, ceea ce poate explica de ce 

studii de asociere genetică cu rezultate negative, așa cum este cel de față, pot coexista cu studii 

care au raportat asocieri pozitive. În orice caz, una din ipotezele propuse a fost aceea că cluster-

ul genic IL-1 contribuie la etiopatogenia SASN în strânsă legătură cu celelalte variante genice 

non-MHC identificate mai ferm ca influențând susceptibilitatea de boală (ERAP1, IL-23R) 

(56), dar numai studii ulterioare vor putea preciza cu exactitate rolul complexului genic IL-1, 

și în special al genei IL1A, în patogeneza spondiloartritelor seronegative.  

 

 

 



Rezumatul Tezei de Doctorat – „Aspecte de imunogenetică în spondiloartritele seronegative” 

19 

ALELELE KIR3DL1/KIR3DS1 INFLUENȚEAZĂ RISCUL DE 

SPONDILITĂ ANCHILOZANTĂ LA INDIVIZII HLA-

B27 POZITIVI 

 

 

INTRODUCERE  

Spondilita anchilozantă este poate cea mai cunoscută dintre bolile acestei familii și cu 

potențialul invalidant cel mai ridicat. Deși cel mai important semn pentru acest grup de 

afecțiuni este dorsalgia cu caracter inflamator, alte elemente clinice pot fi de asemenea asociate, 

de exemplu, afectarea articulară periferică (oligoartrită, entezită) sau manifestări extra-

articulare (uveită, dactilită, psoriazis, boală inflamatorie cronică intestinală) (37, 38, 57). În 

spondilita anchilozantă, afectarea axială este forma de prezentare cea mai frecventă, afectând 

articulațiile sacroiliace și coloana vertebrală pe toată lungimea sa.  

Asocierea SA, precum și a celorlalte boli din grupul SASN, cu HLA-B27 este 

documentată încă din anul 1973 (4, 58, 59). În ultimii ani însă, s-a remarcat faptul că 

similitudinile genetice comune pacienților cu SASN, reflectate în profilul clinic și 

etiopatogenic comun, nu sunt limitate la complexul major de histocompatibilitate, ci că pot 

include de asemenea și gene non-MHC, cum ar fi: ERAP1, IL23R și complexul de gene KIR  

(killer cell immunologlobulin-like receptors) (39, 56, 60-62). 

Genele KIR sunt localizate pe brațul lung (q) al cromozomului 19 în poziția 13.4 (63) 

unde există cel puțin 15 locusuri genice (13 gene KIR și 2 pseudodene – KIR2DP1 și KIR3DP) 

(64, 65). Moleculele KIR au capacitatea unică de a nuanța răspunsul imun înnăscut prin 

activarea sau inhibarea celulelor NK și a anumitor limfocite T (66) în urma interacțiunii lor cu 

moleculele MHC I. Faptul că HLA-B27, a cărui importanță în SA și SASN este universal 

recunoscută, este un ligand predilect pentru genele KIR, în special pentru gena 

KIR3DL1/KIR3DS1, justifică interesul crescând acordat complexului genic KIR în relație cu 

riscul de SA/SASN. 

Obiectivul nostru a fost investigarea existenței unei posibile asocieri între alelele 

KIR3DL1/KIR3DS1 și susceptibilitatea de spondilită anchilozantă la indivizii HLA-B27 

pozitivi din România. 
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MATERIALE ȘI METODE  

 

Un număr de 80 subiecți au fost incluși în acest studiu, 47 pacienți cu spondilită 

anchilozantă și 33 martori sănătoși. Ambele loturi au fost formate numai din indivizi HLA-B27 

pozitivi de origine română. 

Diagnosticul de spondilită anchilozantă a avut la bază criteriile New York  modificate 

1984 (12), pacienții provenind din Departamentele de Reumatologie și Medicină Internă ale 

Spitalelor "Dr. I. Cantacuzino" și "Sfânta Maria" din București. Pacienții cu SA au avut vârsta 

medie 37,1 ani, vârstă mediană 35 ani și un raport bărbați : femei = 38 : 9.  

Indivizii incluși în lotul martor au fost selectați dintre potențialii donatori de organe din 

baza de date a Institutului Național de Transfuzii Sanguine "Prof. Dr. C.T. NICOLAU", 

București. Aceștia nu au prezentat semne sau simptome sugestive pentru boli reumatismale cu 

caracter inflamator la momentul recrutării în studiu, și nici nu au descris antecedente personale 

sau heredocolaterale de spondilită anchilozantă. Vârsta medie pentru lotul de martori sănătoși 

a fost de 31,8 ani, vârstă mediană a fost 31 ani iar raportul bărbați : femei  a fost aproape egal 

17 : 16. La momentul recrutării în studiu subiecții au semnat un formular de consimțământ 

informat pentru studii genetice.  De asemenea, derularea acestui studiu s-a făcut cu acordul 

comisiilor de etică locale. 

Identificarea variațiilor alelice ale KIR3DL1/KIR3DS1 s-a realizat cu ajutorul unei 

metodologii denumite PCR-SSOP ce se bazează pe reacția de polimerizare în lanț (PCR)  și pe 

folosirea unor sonde oligonucleotidice specifice secvenței (SSOP – Sequence Specific 

Oligonucleotide Probes), metodologie elaborată de un grup de cercetători nord irlandezi sub 

îndrumarea profesorului Derek Middleton (67-69). De altfel, cele 80 de probe ADN au fost 

genotipate în Laboratorul de Imunogenetică și Histocompatibilitate al Spitalului Municipal din 

Belfast, Irlanda de Nord. 

 

ANALIZA STATISTICĂ  

 

Frecvențele alelice și frecvențele genotipurilor au fost comparate între lotul de pacienți 

și lotul martor cu ajutorul testului (chi-pătrat) și a testului Exact Fisher utilizând programul 

software IBM SPSS Statistics, versiunea 23. 
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REZULTATE 

În loturile noastre au fost identificate opt variante alelice ale genei inhibitoare KIR3DL1 

(KIR3DL1*00101, *01502, *002, *004, *005, *007, *008, *009) și doar o singură variantă 

alelică pentru gena cu rol activator (KIR3DS1*013). Alelele KIR3DL1*007 și KIR3DL1*009 

au fost întâlnite doar în lotul martorilor sănătoși, dar și aici cu frecvență scăzută (1,51% pentru 

KIR3DL1*007 și respectiv 3,03% pentru KIR3DL1*009). Distribuția frecvențelor alelice în 

lotul martor și în lotul pacienților cu SA este reprezentată grafic în figura 1. Alela activatoare 

KIR3DS1*013 este mai frecventă în lotul martor, sugerând un rol protectiv față de SA la 

indivizii HLA-B27 pozitivi (p = 0,030 pentru testul Pearson’s Chi-Square, respectiv p = 0,037 

în cazul testului Exact Fisher).  

Două alele KIR3DL1 sunt mai frecvente în lotul pacienților cu SA: KIR3DL1*00101 și 

KIR3DL1*004, însă semnificația statistică este atinsă doar pentru cea de pe urmă (p = 0,03). 

Prin urmare, prezența KIR3DL1*004 se asociază cu susceptibilitate crescută pentru SA la 

subiecții HLA-B27 pozitivi. 

 

Figura 1. Distribuția frecvențelor alelice ale KIR3DL1/KIR3DS1 în cele două loturi.    

Analiza distribuției genotipurilor relevă o tendință de asociere cu SA în cazul 

genotipului KIR3DL1/3DL1 prezent în număr mai ridicat în rândul pacienților cu SA (72,34%) 

comparativ cu lotul martor (51,52%). Valoarea p = 0,056 poate fi considerată ca fiind 

caracteristică pentru asocierile marginale. 

Este posibil ca un lot mai larg de pacienți și de martori să releve o asociere statistic 

semnificativă. Celelalte două genotipuri (KIR3DL1/3DS1 și KIR3DS1/3DS1) nu influențează 

riscul de spondilită anchilozantă la indivizii HLA-B27 pozitivi (p = 0,1 pentru genotipul 

heterozigot și p = 0,230 pentru genotipul homozigot activator). 
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DISCUȚII ȘI CONCLUZII 

 

Rezultatele noastre sugerează un rol protectiv al alelei activatoare KIR3DS1*013, care 

este mai frecventă în lotul martor (25,75%) comparativ cu lotul pacienților HLA-B27 pozitivi 

cu spondilita anchilozantă (13,82%) (p = 0,03),  în timp ce alela inhibitoare KIR3DL1*004 este 

factor de risc pentru această boală la indivizii HLA-B27 pozitivi unde atinge o frecvență dublă 

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

În 2001, un prim studiu de asociere genetică largă (genome wide association study, 

GWAS) a descris o asociere puternică între SA și locusurile non-MHC de pe cromozomul 19q, 

unde sunt localizate genele KIR (39), asociere care a fost confirmată ulterior de o meta-analiză 

a trei investigații de scanare a întregului genom în căutarea unor asocieri cu SA (62). Dată fiind 

relația receptor – ligand între moleculele codificate de anumite gene KIR (KIR3DL1, KIR3DL2 

și posibil KIR3DS1) și cele codificate de alelele HLA-B, e rezonabil să presupunem o 

contribuție sinergică a acestor două locusuri înalt polimorfe cu SA (70, 71). 

Unul dintre primele studii caz-control de asociere genetică care au investigat genele 

KIR  în SA a implicat două populații caucaziene HLA-B27 pozitive (spaniolă și azoreană-

portugheză) (72). Alela inhibitoare KIR3DL1 a fost mai puțin exprimată la pacienții cu SA 

comparativ cu grupurile de control în ambele populații, sugerând un efect protectiv împotriva 

dezvoltării afecțiunii, în timp ce alela activatoare KIR3DS1 a avut o expresie crescută (72). 

Același grup a raportat în 2010 (73) și 2015 (74) rezultate similare pe studii efectuate într-o 

cohorta populațională spaniolă mai extinsă.  

Gena KIR3DL1/3DS1 a devenit un punct de interes pentru mai multe studii realizate în 

populații din Asia, unde s-a descoperit a fi înalt polimorfică, fiind identificate 10 alele 

KIR3DL1 și 6 alele KIR3DS1 (75). Un studiu care a înrolat un număr mic de pacienți și de 

martori din populații asiatice (China și Thailanda) a descoperit că genele activatoare KIR se 

asociază cu SA (76). Analiza genotipului KIR a arătat frecvențe scăzute ale 3DL1/3DL1 la 

pacienți cu SA versus grupul de control, în timp ce 3DL1/3DS1 a prezentat o creștere 

semnificativă a frecvenței la pacienții cu SA din ambele populații (76). Alte studii de asociere 

genetică efectuate tot în populații din Asia, au raportat nu doar asocierea alelei KIR3DS1 cu o 

susceptibilitate crescută pentru SA, dar și a KIR2DL5 și KIR2DS1 în prezența alelelor HLA-C 

de grup 2 (77, 78). Un studiu mai recent care a investigat contribuția genei KIR3DS1/3DL1 la 

patogenia SA în câteva populații din China a confirmat creșterea frecventei alelei activatoare 

KIR3DS1 la pacienți cu SA versus martori (79). 
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Levinson et al. au investigat genele KIR la pacienții HLA-B27 pozitivi cu uveită acută 

anterioară cu și fără SASN axială (80). Rezultatele raportate au fost similare celor raportate de 

noi, fiind observată o frecvență scăzută pentru genele activatoare  KIR3DS1, KIR2DS1 și 

KIR2DS5 la pacienții cu uveită asociată cu SASN  axială. Mai mult, combinația inhibitoare 

KIR3DL1+HLA-Bw4 a fost mult mai frecventă în lotul de pacienți comparativ cu lotul 

martorilor (p = 2.73 x 10-28, p(c) = 8.2 x 10-27) (80). Aceste descoperiri pot sta la baza unei 

ipoteze interesante sugerate de către Levinson et al.: o expresie scăzută a genelor KIR 

activatoare ar putea fi cauza nedeclanșării unui răspuns din partea celulelor NK pentru a elimina 

stimulul antigenic, și astfel persistența acestora devine factorul ce contribuie decisiv la 

patogenia SA/SASN (80). Deși nu toate rezultatele prezentate sunt concordante, majoritatea 

studiilor confirmă implicarea genelor KIR, în special a genei KIR3DL1/KIR3DS1 în SA/SASN, 

mai ales în anumite populații.  

Interacțiunea dintre KIR3DL1/KIR3DS1 sau KIR3DL2 cu HLA-B27 poate fi un 

element cheie în patogenia SA. KIR3DL1 și posibil KIR3DS1 sunt capabile să recunoască și 

să lege atât complexul heterodimeric clasic β2microglobulina/lanțuri grele HLA-B27, care 

prezintă peptide self bacteriene, virale și tumorale limfocitelor T CD8+, cât și complexul 

homodimeric format doar din lanțurile grele HLA-B27 (fără β2m) (81). KIR3DL2 atașează 

doar complexele homodimerice HLA-B27 formate din lanțuri grele (81-83), despre care se știe 

că sunt exprimate pe suprafața celulelor prezentatoare de antigen în SA (84), independent de 

prezența peptidelor antigenice (81). Anumite peptide virale s-au dovedit a fi inhibitoare ale 

recunoașterii HLA-B*2705 de către KIR3DL1 (85), și astfel diminuă semnalele inhibitoare 

transmise celulelor NK. Prin urmare, un dezechilibru între genele/alelele KIR activatoare și 

inhibitoare în prezența anumitor alele  HLA-B27, de exemplu B*2705, poate contribui la 

patogeneza SA (70). 

Una dintre ipotezele propuse a fost că limitarea secreției de IFN-γ produs de celulele 

NK secundar recunoașterii receptoriale a lanțurilor grele libere de către KIR3DL2 ar putea 

promova diferențierea limfocitelor proinflamatoare Th17 care are loc în SA/SASN (83). A fost 

raportată stimularea supraviețuirii, proliferării celulare și a producției de IL-17 de către 

limfocitele T KIR3DL2+ CD4+ în urma interacțiunii dintre KIR3DL2 și lanțurile grele libere 

ale HLA-B27 (86). 

Aceste rezultate subliniază importanța KIR și a complexei lor relații cu moleculele 

MHC clasa I, în special cu HLA-B27, această întâlnire unică putând fi punctul decisiv, pivotal 

care decide tipul de răspuns imuno-inflamator întâlnit în SA/SASN.   
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CONCLUZII 

 

Identificarea profilului genetic al spondiloartritelor seronegative, începută încă din anii 

’70, când a fost descoperită asocierea cu HLA-B27, a intrat în ultimii 10 ani într-o etapă 

accelerată, în care acest proces a beneficiat din plin de remarcabilele progrese tehnice ale 

secolului XXI. Perfectarea tehnicilor de investigație genetică a permis, printre altele, 

descoperirea de asocieri genetice noi în spondilita anchilozantă și în spondiloartritele 

seronegative. Acestea au revoluționat modul în care înțelegem astăzi etiopatogenia acestor bolii 

și inter-relația dintre multiplii factori care stau la baza răspunsului imun patologic ce 

caracterizează acest grup de patologii. De asemenea, aceste noi asocieri pot reprezenta cheia 

unor soluții terapeutice viitoare.  

Studiile realizate în diverse regiuni ale globului au relevat particularitățile genetice ale 

spondiloartritelor seronegative în diverse populații, înregistrând diferențe ce pot fi uneori 

semnificative. Cele trei studii din componența acestei teze de doctorat au avut ca scop 

caracterizarea grupului de spondiloartrite seronegative din punct de vedere imunogenetic în 

populația noastră.  

A. Asocierea polimorfismelor genei ERAP2 cu spondiloartritele seronegative la 

pacienții HLA B27 negativi 

1. Acesta este primul studiu care investighează polimorfisme mononucleotidice 

aparținând genei ERAP2 într-un lot de pacienți cu spondiloartrită seronegativă din România.  

2. Rezultatele obținute dovedesc asocierea celor două polimorfisme investigate, 

rs2248374 și rs2910686, în special a SNP-ului rs2248374, cu spondiloartrita seronegativă, dar 

doar pentru indivizii HLA-B27 negativi.  

3. Polimorfismul rs2248374 se asociază cu artrita psoriazică în lotul general/neselectat ce 

cuprinde indivizii HLA-B27 pozitivi și negativi, în timp ce ambele polimorfisme ERAP2 

influențează riscul de apariție a artritei psoriazice la indivizii HLA-B27 negativi. Genotipul 

homozigot GG al polimorfismului rs2248374 are rol protectiv la indivizii HLA-B27 negativi 

împotriva SASN și împotriva AP; pentru AP protecția este extinsă și în lotul general/neselectat. 

4. Haplotipurile reconstruite sunt factor de risc (AC) sau factor protector (GT) pentru 

SASN, în sublotul pacienților HLA-B27 negativi, și pentru AP, atât în lotul general/neselectat, 

cât și în lotul selectat HLA-B27 negativ. 
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5. Identificarea ERAP2 printre genele ce contribuie la riscul SA, AP și SASN la indivizii 

HLA-B27 negativi este foarte importantă pentru înțelegerea mecanismelor de apariție a acestor 

patologii în acest subgrup specific de pacienți, oarecum trecut cu vederea. Aceasta pentru că 

până în prezent explicațiile fiziopatologice a fost centrate de HLA-B27, iar după descoperirea 

asocierii genei ERAP1 cu SA, ce s-a dovedit a fi limitată la pacienții HLA-B27 pozitivi, 

investigația științifică a continuat să fie centrată pe înțelegerea patogeniei la acest grup de 

pacienți.  

6. În schimb, ERAP2 începe să ofere răspunsuri pacienților HLA-B27 negativi. Unele 

variante genice ale ERAP2 influențează activitatea enzimatică a moleculei și, în consecință, vor 

influența procesarea antigenelor și modalitatea de generare a epitopilor care vor fi expuși pe 

molecule MHC clasa I, altele decât HLA-B27.  

7. Pe viitor, înțelegerea consecințelor funcționale, uneori dramatice, ale polimorfismelor 

ERAP2 este obligatorie pentru înțelegerea predispoziției de boală la pacienții HLA-B27 

negativi, dar și pentru dezvoltarea unor soluții terapeutice noi de care aceștia ar putea beneficia. 

8. Inhibitorii de aminopeptidaze, în prezent în curs de dezvoltare, pot avea un potențial 

terapeutic real nu numai în AS dar și în restul SASN, prin modularea procesării și a prezentării 

antigenice ce controlează în cele din urmă răspunsul imun celular adaptativ.  

B. Polimorfismele genei IL1A la pacienții români cu spondiloartrite seronegative. 

1. Acesta este primul studiu caz-control realizat în România care a investigat asocierea 

genetică dintre polimorfismele mononucleotidice aparținând genei IL1A și spondiloartrita 

seronegativă.  

2. Rezultatele noastre arată că cele două polimorfisme investigate (rs17561 [-340G/T] și 

rs1800587 [C-889T]) aparținând genei IL1A nu influențează predispoziția de boală pentru 

pacienții români cu spondiloartrite seronegative în general, cu spondilită anchilozantă sau 

artrită psoriazică în special, indiferent de statusul HLA-B27 al acestor pacienți. 

3. Datele din literatură privind complexul genic IL-1 și riscul de SASN, SA și AP nu sunt 

întotdeauna concordante, și este posibil ca aceasta să se datoreze eterogenității acestor patologii 

genetice multifactoriale în diverse populații.   

4. Studii viitoare care să implice loturi mai largi de subiecți din diverse regiuni ale 

globului sunt necesare pentru a putea înțelege contribuția complexului genic IL-1 și al genei 

IL1A la dezvoltarea spondiloartritelor seronegative.  

 



Rezumatul Tezei de Doctorat – „Aspecte de imunogenetică în spondiloartritele seronegative” 

26 

C. Alelele KIR3DL1/KIR3DS1 influențează riscul de spondilită anchilozantă la 

indivizii HLA-B27 pozitivi 

1. Potențiala influență a alelelor KIR3DL1/KIR3DS1 asupra riscului de a dezvolta 

spondilită anchilozantă nu a mai fost studiată până în prezent la indivizii HLA-B27 pozitivi de 

origine română.  

2. Rezultatele noastre descriu un rol protectiv al alelei activatoare KIR3DS1*013, a cărei 

frecvență este superioară în lotul martor (25,75%) față de cel al pacienților HLA-B27 pozitivi 

cu spondilită anchilozantă (13,82%) (p = 0,03). 

3. De asemenea, alela inhibitoare KIR3DL1*004 se comportă ca factor de risc pentru 

dezvoltarea SA la indivizii HLA-B27 pozitivi unde atinge o frecvență dublă (31,91%) față de 

cea din lotul martor (15,15%) (p = 0,025).  

4. Rezultatele din literatura de specialitate sunt contradictorii. Este posibil ca acest lucru 

să se datoreze particularităților genetice ale populațiilor în care studiile au fost realizate. 

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

rezultatelor obținute de noi în aceste cohorte restrânse. 

 

 

În pregătirea celei de-a 9-a conferințe privind viitorul medicinei genomice (The 

9th Future of Genomic Medicine Conference) din martie, 2016 din San Diego, California, 

Prof. Dr. Eric Topol, editorul șef al Medscape, spunea: "Impactul genomicii în medicină 

este din ce în ce mai mare. Aceasta este o forță de neoprit. Fiți receptivi și îmbrățișați această 

eră. Deja schimbă medicina și va continua să o facă pe o scară mult mai mare și mai 

impresionantă." 

Într-adevăr, fiecare studiu de asociere genetică are potențialul de a aduce 

informații noi cu privire la fondul genetic al bolilor multi/oligogenice, de a identifica 

factorii ce contribuie la etiopatogenia lor, și oferă calea prin care medicina va deveni mai 

precisă, mai individualizată, nu numai din punct de vedere diagnostic, dar și terapeutic. 
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