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PARTEA 1. ASPECTE TEORETICE 

 
1. Introducere 

 
Grupul bolilor reumatice include maladii cu patologie diversă, deşi majoritatea 

au în comun o componentă ereditară cu o bază genetică complexă. Au fost 

întreprinse eforturi intense pentru a înţelege contribuţia factorilor genetici la 

expresia bolilor reumatice atât în ceea ce priveşte procesul patologic de bază, 

cât şi caracteristicile clinice. 

 
2. Spondiloartrite – aspecte generale 

 
Spondiloartritele (SpA) sunt un grup de boli reumatice caracterizate prin 

câteva caracteristici comune care includ: inflamaţia scheletului axial, mai precis 

articulaţiile coloanei vertebrale şi sacroiliace şi artrita periferică a articulaţiilor mari 

ale membrelor inferioare.  

Bolile incluse în acest grup sunt: spondilita anchilozantă (SA), artrita psoriazică 

(AP), artrita asociată cu boala inflamatorie intestinală, artrita reactivă (ARe), 

spondiloartrita juvenilă şi spondiloartrita nediferenţiată (SN) (Khan 2002). 

 
 

3. Spondilita anchilozantă 
 

Spondilita anchilozantă (SA) este prototipul spondiloartritelor. Factorii genetici 

sunt determinanţii primari nu numai ai riscului de a dezvolta această boală, dar si 

ai gravităţii simptomelor (Madsen şi colab. 2010). 

Boala este puternic asociată cu gena HLA-B27, 60-95% din pacienţi fiind B27-

pozitivi; cu toate acestea, doar 1-5% din indivizii B27-pozitivi din populaţia generală 

dezvoltă SA. Studiile întreprinse sugerează implicarea altor gene în procesul 

patologic (Brown 2009). 
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Factorul de necroză tumorală-alfa (TNF-α) joacă un rol cheie ca şi citochină 

proinflamatorie în spondilita anchilozantă. Tratamentele biologice anti-TNF-α 

îmbunătăţesc în mod substanţial simptomele pacienţilor cu SA (Braun şi colab. 

2008, Davis şi colab. 2005). Polimorfismele promotorului genei TNF-alfa au fost 

raportate a fi asociate cu susceptibilitatea faţă de SA, dar rezultatele acestor 

studii nu au fost confirmate in alte populaţii. 

Mai multe studii de asociere la nivelul întregului genom la pacienţii cu 

spondilită au confirmat asocierea puternică cu regiunea complexului major de 

histocompatibilitate (MHC) de pe cromozomul uman 6p (pe care sunt localizate 

genele TNF-alpha şi HLA-B) şi au identificat şi alte asocieri genetice cu regiuni de 

pe  alţi cromozomi, de exemplu cromozomii 1 şi 5, (Maksymowych şi colab. 2009). 

 
4. Artrita psoriazică 

 
Artrita psoriazică (AP) este o boală sistemică reumatică caracterizată prin 

inflamaţii ale pielii (psoriazis) şi articulare (artrită). 

Polimorfisme ale genelor localizate la nivelul complexului major de 

histocompatibilitate (cromozomul 6p21.3) s-au dovedit a fi asociate cu artrita 

psoriazica. 

 
 

5. Artrita reactivă 
 

Artrita reactivă (ARe) este definită ca o oligoartrită inflamatorie asimetrică sau 

monoartrită declanşată de o infectie, cel mai adesea intestinală sau a tractului 

urogenital, cu diverse bacterii Gram-negative (Vahamiko şi colab. 2005). 

Diferite studii au sugerat că artrita reactivă apare la indivizii predispuşi genetic, 

dar această condiţie este mai puţin frecventă şi a fost mai puţin investigată din 

punct de vedere al asocierilor genetice. 
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6. Spondiloartrita nediferenţiată 
 

Termenul de spondiloartrită nediferenţiată (SN) se referă la pacienţii cu 

caracteristici clinice şi radiologice sugestive pentru spondiloartritele seronegative 

(SpA), dar care nu îndeplinesc criteriile de diagnostic sau de clasificare pentru nici 

una dintre bolile din acest grup (Zeidler şi colab 1992). 

Deşi spondiloartrita nediferenţiată este una dintre cele mai frecvente forme de  

spondiloartrite, există puţine date în ceea ce priveşte markerii genetici asociaţi cu 

susceptibilitatea la această boală. Ca şi în cazul tuturor spondiloartritelor 

seronegative, există o incidenţă mare a HLA-B27 la pacienţii cu SN. 

 

 

 
PARTEA 2. CONTRIBUŢII PERSONALE 

 
7. Obiective 

 
Obiectivele acestei lucrări au fost studiile de genetica moleculară la 

nivelul unor loci genici de pe cromozomii umani 1 şi 6 în raport cu bolile din 

grupul spondiloartritelor seronegative: spondilita anchilozantă, artrita 

psoriazică, artrita reactivă şi spondiloartrita nediferenţiată. 

Datele disponibile în prezent arată că acest grup de boli reumatice nu a 

fost studiat din punct de  vedere genetic în populaţia din România. 

Au fost investigate din punct de vedere al asocierii cu susceptibilitatea 

la boală şi cu manifestările clinice: markerul HLA-B27, locusul HLA-C, unele 

polimorfisme mononucleotidice ale genelor TNF-alpha, HSP70 (proteine de 

şoc termic 70) si E-selectina. 
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8. Realizarea bazei de date şi a colecţiei de ADN genomic 
 

Realizarea bazei de date  
Numărul total de subiecţi incluşi în studiu a fost de 551, dintre care 340 de 

pacienţi cu spondiloartrite seronegative şi 211 subiecţi sănătoşi (grupul control C1). 

Probele de sânge total periferic au fost prelevate de la pacienţi 

spondiloartritici consecutivi care s-au adresat Diviziei de Reumatologie, Spitalul 

Judeţean Galaţi, Spitalul "Sf. Maria "şi Spitalul" IC Cantacuzino ", Bucureşti, România 

în perioada 2006-2010. 

Subiecţii martor au fost obţinuţi prin colaborare cu Institutul Naţional de 

Hematologie Transfuzională "Prof. Dr. CT Nicolau", Bucureşti, România. 

 

 

Tablelul 1. Caracteristicile demografice şi clinice ale pacienţilor cu spondiloartrite.  
Spondilită anchilozantă  n=158 
Vârsta medie/limite de vârstă (ani) 
Femei/bărbaţi 
Afectare axială 
Afectare mixtă (simptome axiale şi periferice) 

40.2 (18-74) 
33/125 (1:4) 
64% 
36% 

Artrită psoriazică  n=81 
Vârsta medie/limite de vârstă (ani) 
Femei/bărbaţi 
Oligoartrită  
Poliartrită  
Afectare axială (spondilită)  
Arthritis onset age (ani) 
Psoriazis onset age (ani) 
Factor reumatoid  

51.5 (24-86) 
38/43 (1:1) 
18 subiecţi (22%) 
37 subiecţi (46%) 
26 subiecţi (32%) 
45,7 
39.7 
0% 

Artrită reactivă  n=22 
Vârsta medie/limite de vârstă (ani) 
Femei/bărbaţi 
Enteric infections 
Other 

29 (18-44) 
12/10 (~1:1) 
70% 
30% 

Spondiloartrită nediferenţiată  n=79 
Vârsta medie/limite de vârstă (ani) 
Femei/bărbaţi 
Factor reumatoid 

37.5 (16-59) 
49/30 (3:2) 
0% 
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Realizarea colecţiei de ADN genomic 
 
Extracţia ADN  

Extracţia ADN genomic total a fost efectuată din 200-400μl sânge cu kituri 

comerciale (mi-Blood Genomic DNA Isolation Kit - Metabion, Germania şi QIAamp 

DNA Blood Mini Kit Qiagen, Germania), în conformitate cu protocolul 

producătorului. 

 

Măsurarea concentraţiei şi a purităţii ADN-ului  

Concentraţiile de ADN şi puritatea au fost masurate pe un spectrofotometru 

NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, SUA). Pentru probele de ADN incluse 

în acest studiu concentraţiile au variat între 20ng/μl şi 921ng/μl. 

Probele ADN obţinute în acest studiu au avut o puritate ridicată şi au fost 

genotipate cu succes nu numai prin tehnici PCR obişnuite, dar şi prin PCR-SSP (PCR 

cu primeri specifici de secvenţă), care necesită un material genetic de înaltă 

calitate. 

 

 

9. Studiul markerului HLA-B27 la pacienţi români cu 
spondiloartrite  

 
 
 
Materiale şi metode 

Genotiparea HLA-B27. Din grupul total cu spondiloartrite, 310 pacienţi (158 

SA, 60 AP, 22 Are şi 70 SN) şi grupul de control C1 (n = 211) au fost genotipaţi 

pentru HLA-B * 27 alela prin reacţia de polimerizare în lanţ cu primeri specifici de 

secvenţă ( PCR-SSP) folosind kitul HLA-B27-SSP low resolution kit (Olerup, Sweden). 
 

Analiza statistică. Pentru acest studiu, datele au fost analizate cu ajutorul 

pachetului de software OpenEpi Collection of Epidemiologic Calculators Version 

2.3.. Limitele de încredere de 95% (CL) pentru proporţia HLA-B27 în populaţiile 

analizate au fost estimate folosind testul Mid-P exact. Semnificaţia asociaţiei a fost 
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determinată folosind testul Mid-P exact. Puterea statistică (alfa = 0,05, two tailed) a 

fost calculată pe baza aproximaţiei normale. Comparaţia între populaţii a fost 

efectuată cu testul t two-tailed. 

 
Rezultate şi discuţii 

Din grupul de spondiloartrite, 161 din 310 pacienţi s-au fost dovedit a fi B27-

pozitivi (51,9%). Cea mai mare frecvenţă a HLA-B27 (72,1%) a fost observată la 

pacienţi cu spondilită anchilozantă, în timp ce în grupul cu spondiloartrită 

nediferenţiată, HLA-B27 a fost prezent în 37,1% din cazuri. Artrita psoriazică şi 

pacienţii cu artrită reactivă a avut cele mai mici frecvenţe ale markerului 

investigat, 25% şi, respectiv, 27,2%. Printre grupul de artrita psoriazica, 26 de 

pacienţi care prezintă modelul axial de artrită (spondilită) au fost investigate şi 8 

dintre ele au fost pozitive B27 (30,7%). În grupul de control markerul HLA-B27 a fost 

detectat în 22 din 211 persoane (10,4%). 

Analiza statistică a confirmat asocierea pozitiva a HLA-B27 cu 

susceptibilitatea la fiecare dintre grupurile de bolnavi investigate şi cu SpA ca un 

întreg (Tabelul 2). Studiul are o putere statistică variind de la 78,7% pentru AP la 

100% pentru SA şi  SpA ca grup, şi o putere mai mică statistică pentru boala ARe 

(60,3%). 

 
 
Tabelul 2. Asocierea dintre HLA-B27 şi susceptibilitatea la spondiloartrite în România. 
Original, publicat în Int J Immunogenet 2010. 

Boala HLA-B27 positiv % 
(95% CL) 

Valoarea p,  
testul Mid-P exact 

OR CI 

Spondiloartrite 
 (n=310) 

51.9 (46.4-57.5) <0.0000001 9.24 5.7 - 15.5 

Spondilită anchilozantă 
(n=158) 

72.1 (64.8-78.7) <0.0000001 22.00 12.7 - 39.3 

Artrită psoriazică (n=60) 25 (15.3-37.1) <0.01 2.85 1.3 - 5.9 
Artrită reactivă (n=22) 27.2 (11.9-48.3)   0.02 3.20 1.1 - 8.9 
Spondiloartrită 
nediferenţiată (n=70) 

37.1 (26.5-48.9) <0.00001 5.04 2.6 - 9.8 

Martori (n=211) 10.4 (6.8-15.1)    
OR, odds ratio; CI, confidence interval pentru OR 
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Am comparat frecvenţa markerului HLA-B27 în probele populaţiei româneşti 

cu frecvenţa aceluiaşi marker în mai multe populaţii europene. În populaţia 

generală, frecvenţa HLA-B27 în România a fost semnificativ mai mare decât cea 

raportată pentru Italia (5%, p = 0,03) (Ferri şi colab 1982), dar nu diferită de 

frecvenţele raportate de ţările din zona geografică înconjurătoare - Grecia (6%) 

(Alamanos şi colab 2004.), Bulgaria (10,8%) (Minev şi colab. 1979), Serbia (12,3%) 

(Jajić 1979), Ungaria (12,8%) (Gömör şi colab. 1977) şi, de asemenea, din Spania 

(9,3%) (Fernandez-Sueiro şi colab 2004.), Marea Britanie (9,5%) (Brown şi colab 

1996.), Norvegia (15,9%) (Gran şi colab. 1984) şi Finlanda (10,4%) (Jaakkola şi colab 

2006). 

În grupul cu SA, frecvenţa HLA-B27 în eşantionul românesc a fost 

semnificativ mai mică decât cea raportată pentru diferite ţări europene (Tabelul 

3), în care acest marker are o frecvenţă mare în rândul pacienţilor cu spondilită 

anchilozantă. În contrast, frecvenţa HLA-B27 în România nu a fost semnificativ 

diferită de cea constatată în mai multe regiuni din bazinul mediteranean: Italia 

(68-76%) (Ferri şi colab 1982; Paladini şi colab 2005), Grecia (80,5%) (Alamanos şi 

colab 2004)., Turcia (70%) (Gunal şi colab. 2008), Tunisia (62%) (Kchir şi colab. 2010). 

 
 
Tabelul 3. Comparaţie între distribuţia HLA-B27 la pacienţi SA din Romania faţă de alte ţări 
Europene. Original, publicat în Int J Immunogenet 2010. 
Ţara HLA-B27 pozitiv (%) Valoarea p Referinţă 
Romania 72.1   
Bulgaria 88 p=0.0005 Minev şi colab., 1979 
Ungaria 92.7 p=0.0001 Gomor şi colab., 1977 
Spania 84.14 p=0.0018 Collantes şi colab., 2007  
Spania-Galiţia 94.3 p<0.0001 Fernández-Sueiro şi colab., 

2004 
Germania 82.2 p=0.029 Rudwaleit şi colab., 2009 
Norvegia (nord) 93 p<0.0001 Bakland şi colab., 2005 
Marea Britanie 90.2-94 p<0.0002 Brown şi colab., 1996, 

Freeston şi colab., 2007 
Finlanda 93 p<0.0001 Jaakkola şi colab., 2006 
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10.  Studiul locusului HLA-C la pacienţi cu artrită 

psoriazică din România 

 
 
Materiale şi metode 

Genotiparea HLA-C. Toţi pacienţii cu artrită psoriazică (n = 81) au fost 

genotipaţi pentru locusul HLA-C prin metoda PCR-SSP folosind kitul HLA-C-SSP cu 

rezoluţie joasă (Olerup, Suedia). Toate testele  au fost efectuate în cadrul 

Laboratorului de Imunogenomică şi Imunoproteomică, Departamentul de 

Imunologie, Universitatea Palacky, Olomouc, Republica Cehă. Datele pentru 124 

subiecţi sănătoşi (grupul control C2) au fost obţinute de la Institutul Naţional de 

Hematologie Transfuzională "Prof. dr. CT Nicolau" Bucureşti, România şi au fost 

folosite pentru analiza statistică. 

Analiza statistică. Pachetul de programe OpenEpi Collection of 

Epidemiologic Calculators Version 2.3 a fost utilizat pentru analiza locusului HLA-C 

la pacienţii cu artrită psoriazică. Semnificaţia asocierii (p <0.05) a fost determinată 

cu ajutorul testului Mid-P exact (Martin şi Austin 1991). Corecţia Bonferroni a fost 

folosită pentru a controla pentru comparaţii multiple utilizând un factor de 13 

(numărul de grupuri alelice HLA-C găsite în populaţie). 

 

 

Rezultate şi discuţii 
 

Purtătorii a cel puţin unei alele HLA-C*06 au fost mai frecvenţi printre 

pacienţi  (22/81, 27,1%) decât în grupul martor (18/124, 14,5%, p=0,014, OR 2.1, 95% 

CI 1.08 -4.46). Această asociere nu a fost menţinută atunci când a fost aplicată 

corecţia Bonferroni. Frecvenţele altor grupuri alelice HLA-C nu  au fost diferite 

semnificativ între pacienţi şi populaţia control. 

În analiza ulterioară a caracteristicilor clinice ale AP, pacienţii cu vârsta de 

debut a psoriazisului mai mică de 40 de ani - psoriazis tip I (n = 33) au arătat o 
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frecvenţă crescută a HLA-C*06 comparativ cu lotul martor (39,3% versus 14,5%, p = 

0,001, sau 3,7, 95% CI 1.58-9). Această asociere rămâne semnificativă după 

corecţia Bonferroni (pcorr = 0,013). Vârsta medie de debut al psoriazisului a fost 

semnificativ mai mică la pacienţii C*06-pozitivi, comparativ cu cei C*06-negativi 

(33.2/41.9 ani, p=0,04). Nu s-au observat diferenţe semnificative referitor la 

frecvenţa alelelor HLA-C la pacienţii cu vârsta de debut a psoriazisului după 40 de 

ani sau în legătură cu vârsta de debut a artritei. 
 

Tabelul 4. Distribuţia grupurilor alelice HLA-C la  pacienţii români cu  
AP şi subiecţi martor. Original. 
HLA-C AP  

(n=81) 

Spondilită  

(n=26) 

Poliartrită 

(n=37) 

Ps tip I 

(n=33) 

Martori 

(n=124) 

C*06 27.1%1 38.4%2 21.6% 39.3%4 14.5% 

C*07 35.8% 38.4% 24.3%3  44% 46% 

(1) p=0.014, pcorr=ns, OR 2.1, 95%CI 1.08-4.46;  
(2) p=0.004, pcorr=ns, OR 3.6, 95%CI 1.3-9.3;  
(3) p=0.009, pcorr=ns, OR 0.3 95%CI 0.1-0.8.  
(4) p=0.001, pcorr=0.013, OR 3.7, 95% CI 1.58-9 
pcorr corectat prin metoda Bonferroni  
 
 

Analiza asocierii locusului HLA-C cu tipul de artrită a arătat că HLA-C*06 a 

fost mai frecvent în rândul pacienţilor cu afectare axială (spondilita) (p = 0,004, 

sau 3,6, 95% CI 1.3-9.3). Prin contrast, am observat o frecvenţă mai mică (efectul 

protector) a grupului alelic HLA-C*07 la pacienţii cu poliartrita (24,3% AP faţă de 

46% martori, p = 0,009, OR 0.3, 95% CI 0.1-0.8). Aceste asociaţii nu au rămas 

semnificative după aplicarea corecţiei.  

 
 
 

 13



 
HLA-C*02, HLA-C*12 

Figura 1. Genotiparea locusului HLA-C cu kitul HLA-C-SSP low resolution kit (Olerup, 
Sweden) pentru un pacient cu artrită psoriazică. Original. 
 
 

Descoperirile recente sugerează că HLA-C*06 influenţează vârsta de debut a 

bolii (AP cu psoriazis tip I) şi nu influenţează susceptibilitatea faţă de boala in sine 

(Ho şi colab 2008.). Studiul nostru a confirmat asocierea HLA-C*06 cu artrita 

psoriazică cu psoriazis tip I la pacienţii români şi, de asemenea, faptul că pacienţii 

HLA-C*06-pozitivi au un debut mai timpuriu al psoriazisului.  

 

 

11. Studiul polimorfismelor genei factorului de necroză 
tumorală alpha la pacienţii cu spondiloartrite din România 

 
 
Materiale şi metode 

Subiecţi. Au fost incluşi în acest studiu 324 subiecţi cu spondiloartrite, dintre 

care: spondiliteă anchilozantă (n=143), artrită psoriazică (n=80), artrită reactivă 

(n=22) şi spondiloartrită nediferentiată (n=79). 147 de subiecţi din grupul control C1 

au fost genotipaţi ca populaţia martor. 

Genotiparea polimorfismelor mononucleotidice ale genei TNF-alfa prin 

metoda Real-Time PCR. Metoda Real-Time PCR a fost folosită în acest studiu pentru 

a genotipa trei polimorfisme mononucleotidice (SNPs) ale genei TNF-α pe un 

aparat 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems, SUA): -238G/A (rs 361525), -

308G/A (rs 1800629) şi -857C/T (rs 1799724). S-a folosit metoda de discriminare 
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alelică TaqMan. Pentru polimorfismele -238 şi -308 au fost folosite controale pozitive 

obţinute de la alte laboratoare. 

 

Genotiparea SNPs genei TNF-alfa prin metoda PCR-RFLP. Pentru 

polimorfismul TNF-alfa -857C/T, un număr de 70 de probe, selectate aleatoriu, au 

fost testate printr-o a doua metodă, semi-nested PCR-RFLP (polimorfismul lungimii 

fragmentelor de restricţie), aşa cum este descrisă de către Zhu şi colab., 2007 şi au 

fost obţinute rezultate concordante în fiecare caz. Această a doua metodă de 

genotipare a fost necesară din cauza lipsei controalelor pozitive pentru acest 

polimorfism. 

Analiza statistică. Testul Chi-pătrat a fost utilizat în scopul de a verifica 

relaţia de echilibru Hardy-Weinberg (HWE) pentru fiecare polimorfism studiat, 

pentru pacienţi şi de control. Testele de asociere pentru fiecare polimorfism si 

estimărilor frecvenţei haplotipurilor au fost efectuate cu pachetul de software 

PLINK v 1.07. Valorile p ≤ 0,05 au fost considerate semnificative statistic. 

 

 
Figura 2. Genotiparea polimorfismului  -308G/A al genei TNF-α prin metoda Real-Time PCR 
TaqMan allelic discrimination assay. Albastru – homozigot GG, verde – heterozigot GA, roşu 
– homozigot AA, negru – control negativ. Original. 
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Rezultate şi discuţii 

 
Nu au existat abateri de la echilibru Hardy-Weinberg pentru lotul martor şi 

pentru cele patru grupe de pacienţi, deşi nu a fost observat genotipul homozigot 

pentru alela minoră 238 *A. 

Datele cu privire la frecvenţa SNPs investigate în populaţia generală au fost 

introduse într-o bază de date internaţională - www.allelefrequencies.net - şi 

reprezintă primul set de date referitoare la  frecvenţa unor polimorfisme TNF-α 

pentru România. 

 
 
 

 
Figura 3. RFLP cu enzima de restricţie HpaI pentru polimorfismul -857C/T al genei TNF-α la 
pacienţi SA. 1, 6, 8, 9 homozigot TT; 3, 5 heterozigot CT; 2, 4, 7, 11, 12, 13, 14, 15 homozigot 
CC. Original. 
 
 

Polimorfismele TNF-α la pacienţii români cu spondilită anchilozantă 

 

Pacienţii SA au prezentat o frecvenţă scăzută a alelei A la poziţia -308 (8%) 

în comparaţie cu martorii (14%), sugerând că acestă alelă ar putea fi un factor de 

protecţie pentru susceptibilitatea la boală. În plus, genotipurile -308GA/AA au fost 

mai puţin frecvente la pacienţi (15,8%) decât în lotul control (24,6%, p = 0.049). 

Frecvenţele celorlalte două polimorfisme investigate nu au fost semnificativ 

diferite între pacienţi şi martori, sugerând o posibilă lipsă de asociere cu 

susceptibilitatea la spondilita anchilozantă. 
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A fost realizată o analiză a pacienţilor SA cu un grad ridicat de severitate al 

bolii faţă de pacienţii cu forme uşoare. O asociere semnificativă a fost observată  

faţă de polimorfismul -308G/A SNP. Alela 308*A nu a fost regăsită în grupul cu 

simptome severe (0% faţă de 9,3%, p=0,02). Această alelă ar putea fi un factor de 

protecţie nu numai pentru susceptibilitatea la boală, dar, de asemenea, pentru 

severitatea ei. 

Studiul pacienţilor HLA-B27 pozitivi comparativ cu lotul martor a arătat că 

frecvenţa alelei 308*A a fost semnificativ mai mică la pacienţi (7% vs 14%, p = 

0,02). Această alela ar putea avea un efect protector în acest subgrup. 

Frecvenţa alelei -857*T a fost mai mare la pacienţi decât la martori, dar 

această diferenţă nu a fost semnificativă statistic (24% vs 19%, p = 0.2). Distribuţia 

polimorfismului -238G/A nu a fost diferită la pacienţii HLA-B27 pozitivi comparativ 

cu lotul martor. 

Analiza haplotipurilor estimate a fost efectuată pentru SNPs -238, -308 şi -857 

în întregul grup de spondilită anchilozantă şi în subgrupul HLA-B27 pozitiv. 

Rezultatele cele mai notabile au fost reprezentate de frecvenţele haplotipurilor 

857C/308A/238G la pacienţii cu SA /martori (8% vs 14%, p = 0,04) şi 

857C/308A/238G la pacienţii  SA B27 + /martori (7% vs 14%, p=0,03). Aceste 

rezultate arată că acest haplotip este asociat cu spondilită anchilozantă în 

eşantionul analizat din populaţia românească. 

 

 

Polimorfismele TNF-α la pacienţii români cu artrită psoriazică 

 

Alela 857*T a fost mai răspândită în cadrul grupului de artrită psoriazică 

comparativ cu grupul control (p=0,01, OR 1.77, 95% CI 1.12-2.78). Procentul de 

subiecţi purtători ai genotipurilor homo-sau heterozigot T a fost semnificativ mai 

mare la pacienţii AP decât la martori (48,8 faţă de 33%, p=0,01, OR 1.91, 95% CI 

1.05 - 3.49), folosind testul Fisher exact. 

Frecvenţele polimorfismelor -238G/A şi -308G/A nu au fost diferite 

semnificativ între pacienţi şi martori. 
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Dintre pacienţii cu artrită psoriazică, 22 de subiecţi au avut artrită periferică, 

cu mai puţin de 5 articulaţii afectate (oligoartrită), 34 de persoane au avut mai 

mult de 5 articulaţii afectate (poliartrită) şi 24 de indivizi au prezentat artrită cu 

afectare axială (spondilită). Analiza subgrupurilor de pacienţi AP a arătat o 

distribuţie similară a polimorfismelor investigate la pacienţii cu oligoartrită şi 

poliartrită. În contrast, frecvenţa  polimorfismului  -857C/T diferă între subiecţii AP 

cu spondilită şi martori, alela 857*T mai frecventă la pacienţi  faţă de grupul 

control (33,3% vs 19% p=0,03, OR 2.13, CI 95% 1.09 - 4.15). 

Aceste rezultate arată că alela 857*T a genei TNF-α poate reprezenta un 

factor de risc pentru artrita psoriazica şi pentru modelul axial al acestei în 

populaţia analizată.  

Frecvenţa haplotipurilor 857T/308G/238G şi 857C/308G/238G tinde să 

crească la pacienţii AP faţă de martorii sănătoşi (p=0,009 şi respectiv 0,04). Aceste 

două haplotipuri arată o asociere cu boala, un efect marginal pentru haplotipul 

857C/308G/238G (p=0,04) şi o asociere puternică pentru haplotipul 

857T/308G/238G (p=0,009) . 

Pentru grupul de pacienţi cu spondiloartrită nediferenţiată, nu a fost găsită 

nici o asociere cu cele trei polimorfisme TNF-α investigate. Nu a fost observată o 

diferenţă semnificativă a frecvenţei haplotipurilor TNF-α la pacienţii cu SN în 

comparaţie cu subiecţii martori. 

În grupul de artrita reactivă, au fost studiate doar două polimorfisme TNF-

alfa, -308G/A şi -238G/A. Alela 238*A nu a fost găsită la pacienţi. Distribuţia acestor 

polimorfisme nu a fost semnificativ diferită între pacienţi şi grupul control. Aceste 

rezultate trebuie să fie interpretate cu prudenţă, din cauza dimensiunii reduse a 

grupului de pacienţi. 
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12.  Studiul polimorfismelor genelor HSP70 la pacienţii cu 
spondiloartrite din România 

 
Materiale şi metode 

Subiecţi.  Pacienţi cu spondilita anchilozantă (n = 111), artrită psoriazică (n = 

73) şi spondiloartrită nediferenţiată (n = 79) şi 101 subiecţi sănătoşi (din grupul de 

control C1) au fost genotipaţi pentru doua polimorfisme  ale genelor proteinelor 

de şoc termic HSP70. 

Genotiparea polimorfismelor mononucleotidice ale genelor HSP70-1 şi 2. 

Analiza polimorfismului 190 G/C  al genei HSP70-1 (rs1043618) a fost efectuată prin 

metoda Real-Time PCR. 

Polimorfismul 1267 A/G (rs1061581) al genei HSP70-2  a fost genotipat prin 

metoda PCR-RFLP cu enzima de restricţie PstI aşa cum este descrisă de Vargas-

Alarcon şi colab, 2002. 

 

 
Figura 4. Genotiparea polimorfismului  +190C/G al genei HSP70-1 prin metoda Real-Time 

PCR TaqMan allelic discrimination assay. Albastru – ho mozigot GG, verde – heterozigot 

GC, roşu – homozigot CC, negru – control negativ. Original. 
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Analiza statistică. Testul Chi-pătrat a fost utilizat în scopul de a verifica 

relaţia de echilibru Hardy-Weinberg (HWE) pentru fiecare polimorfism studiat, 

pentru pacienţi şi de control. Testele de asociere pentru fiecare polimorfism au fost 

efectuate cu pachetul de software PLINK v 1.07. Valorile p ≤ 0,05 au fost 

considerate semnificative statistic. 

 

Rezultate şi discuţii 
Toate grupurile au fost în echilibru Hardy-Weinberg pentru cele două 

polimorfisme, cu excepţia grupului SA pentru 1267 SNP, care a prezentat o 

abatere mică (p = 0,034). 

 

Polimorfismele genelor HSP70 la pacienţii români cu spondilită anchilozantă 

 

Frecvenţele genotipurilor şi alelelor nu diferă semnificativ între cazuri şi 

controale pentru  polimorfismele investigate. 

În grupul de pacienţi HLA-B27 pozitivi frecvenţa alelei minore 190*C a fost 

de 30,2% comparativ cu 32,4% la martori (p=0,78, OR 0,89). Frecvenţa alelei 

1267*G a fost, de asemenea, foarte similar cu grupul de control (31,2% vs 37,5%, p 

= 0,45, OR 0,75). 

Rezultatele arată că aceste polimorfisme nu sunt asociate cu 

susceptibilitatea la SA în populaţia analizată. 

 

Polimorfismele genelor HSP70 la pacienţii români cu artrită psoriazică 

 

Pentru grupul de artrită psoriazică frecvenţele alelice şi ale genotipurilor au 

fost similare cu ale grupului martor, în consecinţă aceste SNPs nu reprezintă factori 

de risc pentru această maladie. 

Studiul genelor proteinelor de şoc termic nu a fost realizat până în prezent 

pe nici o altă populaţie faţă de artrită psoriazică. Datele noastre nu sugerează o 

posibilă implicare a acestor molecule în procesul patogenic al bolii, dar dat fiind 
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că AP este o boală foarte heterogenă, o investigaţie pe diferite subgrupuri cu un 

număr mare de pacienţi şi cu mai mult de două polimorfisme HSP ar putea aduce 

informaţii noi si interesante. 

 

Polimorfismele genelor HSP70 la pacienţii români cu spondiloartrită nediferenţiată 

 

Frecvenţele alelice şi ale genotipurilor nu diferă semnificativ între pacienţii SN şi 

martori pentru oricare dintre polimorfismele investigate. Rezultatele arată că 

aceste polimorfisme nu sunt asociate cu susceptibilitatea la SN în populaţia 

analizată. 

 

13. Studiul haplotipurilor TNF-α-HSP70 la pacienţii cu 
spondiloartrite din România 

 
Introducere 

Acesta este primul studiu al haplotipurilor extinse ale genelor factorului de 

necroză tumorală alfa şi proteinelor de şoc termic 70 la pacienţii români cu 

spondiloartrite. Nu există date în literatură privind un astfel de studiu la pacienţi 

SpA in alte poppulaţii de pe glob. 

Genele TNF-alfa şi HSP70-1 si 2 sunt localizate în aceeaşi regiune genomică, 

braţul scurt al cromozomului 6, în clasa III a complexului major de 

histocompatibilitate. Regiunea cromozomală din jurul genei TNF-alpha abundă în 

gene cu rol imunologic. În scopul identificării factorilor genetici implicaţi în 

patologia acestor maladii, este utilă analiza variaţiilor genetice din regiune şi 

construcţia haplotipurilor extinse. 

 

Materiale şi metode 
Subiecţi. Au fost analizate genotipurile individuale pentru cinci SNPs pentru 

pacienţii cu spondilită anchilozantă şi artrită psoriazică şi pentru lotul martor. 

Polimorfismele studiate au fost: -238G/A, -308G/A şi -857C/T din gena TNF-α, 

190C/G din gena HSP70-1 şi 1267A/G din gena HSP70-2. Metodele de genotipare 
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pentru fiecare polimorfism, precum şi frecvenţa genotipurilor au fost descrise 

anterior (secţiunea 11 şi 12). 

Analiza statistică. A fost efectuată o analiză a haplotipurilor combinate TNF-

alfa-HSP70 pentru spondilita anchilozantă şi artrita psoriazică, comparativ cu 

martorii sănătoşi cu pachetul de programe PLINK v 1.07. 

Cu ajutorul unor metode statistice adecvate a fost studiat nivelul de 

dezechilibrul de linkage (LD) pentru fiecare pereche de polimorfisme pentru a 

evalua posibilitatea de reconstrucţie a haplotipurilor între SNPs investigate. 

 

Rezultate şi discuţii 
Polimorfismul 190 G/C al genei HSP70-1 a fost exclus din analiză, deoarece 

a prezentat un dezechilibru de linkage puternic cu polimorfismul 1267 al genei 

HSP70-2 (r2 = 0.79 pentru SA). 

O asociere puternică (p=0,02) a fost observată pentru haplotipul 

857T/308G/238G/1267A care a fost prezent cu o frecvenţă ridicată atât la 

pacienţii SA cât şi la martori (22% şi respectiv 14%). O asociere slabă a fost obţinută 

pentru haplotipul 857C/308A/238G/1267G (p=0,04), dar acest haplotip are o 

frecvenţă foarte scăzută în populaţia analizată (sub 5% la pacienţi), astfel încât 

asocierea nu este semnificativă. 

În cazul pacienţilor SA HLA-B27 pozitivi, haplotipul 857T/308G/238G/1267A a 

fost, de asemenea, mai frecvent la pacienţi decât la martori (22% versus 14%), dar 

asocierea a fost mai slabă (p=0,03). Aceste date susţin ipoteza că acest haplotip 

conţine un factor de susceptibilitate pentru spondilita anchilozantă independent 

de markerul HLA-B27. 

Pentru grupul de artrită psoriazică, niciunul dintre cele 7 haplotipuri nu a fost 

asociat cu boala. Ca şi pentru pacienţii SA, polimorfismul 190 G/C al genei HSP70-1 

a fost exclus din analiză din cauza dezechilibrului de linkage cu polimorfismul 1267 

al genei HSP70-2 (r2 = 0,73 pentru AP). O asociere pozitivă marginală a fost 

observată pentru haplotipul 857T/308G/238G/1267A (19% la pacienţi faţă de 12% 

la martori, p = 0,05). 
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14. Polimorfismul A561C al genei E-selectinei la pacienţii 

români cu spondilită anchilozantă 
 

Introducere 
Gena pentru molecula de adeziune E-selectina este situat pe cromozomul 

1q23-25. Cele mai bine caracterizat polimorfism al moleculei E-selectinei este 

A561C, care codifică pentru Ser128Arg (S128R). 

 

 

Materiale şi metode 
 

Analiza genotipică a polimorfismului A561C. Un grup de 97 pacienţi cu 

spondilită anchilozantă şi 117 subiecţi sănătoşi (din grupul control C1) au fost 

genotipaţi pentru polimorfismul A561C al genei  E-selectina prin tehnica PCR-RFLP. 

Analiza statistică. Frecvenţele alelelor şi genotipurilor au fost comparate 

între pacienţi şi martori. Analiza Chi-pătrat a fost utilizată în scopul de a verifica 

echilibru Hardy-Weinberg pentru ambele grupuri de subiecţi. 

 

Rezultate şi discuţii 
 

Frecvenţa genotipului AA a fost mai mare la martori (72,7%) comparativ cu 

grupul de pacienţi  (69,1%). Cu toate acestea, nu a existat nici o diferenţă 

semnificativă statistic între cele două grupuri  (p> 0,05). 

Aceste rezultate arată că polimorfismul genei E-selectina A561C nu este un 

factor de risc faţă de spondilita anchilozantă în populaţia românească. 

Această genă rămâne un candidat interesant şi atractiv pentru studii la 

pacienţii cu  spondiloartrite. Un studiu pilot privind pacienţii cu artrită psoriazică 

trataţi cu medicamente anti-TNF a arătat că a existat o scădere semnificativă a 

nivelului E-selectinei  în leziunile cutanate ale pacienţilor care au răspuns pozitiv la 

tratament (Cordiali-Fei şi colab. 2006). 
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15. Concluzii 
Spondilita anchilozantă 

 

1. A fost confirmată şi pentru pacienţii români asocierea genetică pozitivă a 

markerului HLA-B27 cu susceptibilitatea faţă de spondilita anchilozantă (SA) şi faţă 

de SpA în ansamblu. În grupul SA, frecvenţa HLA-B27 în eşantionul nostru românesc 

a fost semnificativ mai mică decât cea raportată din diferite ţări europene 

(Bulgaria, Spania, Finlanda, Germania, Marea Britanie, Norvegia), în care acest 

marker are o frecvenţă mare în rândul pacienţi cu spondilită anchilozantă. În 

contrast, frecvenţa HLA-B27 în România nu a fost semnificativ diferită de 

frecvenţele  raportate pentru diferite regiuni din bazinul mediteranean: Italia, 

Grecia, Turcia, Tunisia. 

2. Rezultatele obţinute sugerează un efect slab protector al aleleiTNF-α 308*A 

pentru această afecţiune. Celelalte două polimorfismele investigate de genei TNF-

α au avut o distribuţie similară la pacienţi şi martori. 

Alela 308*A lipseşte în grupul de pacienţi cu spondilită anchilozantă cu simptome 

severe. Această alelă ar putea fi un factor de protecţie nu numai pentru 

susceptibilitatea la boală, dar, de asemenea, pentru severitatea ei. TNF-alfa pare 

a fi un factor modulator pentru spondilita anchilozantă şi nu unul cauzal în 

populaţia analizată. 

Analiza haplotipurilor arată că frecvenţa haplotipului TNF-alpha 857C/308A/238G 

la pacienţii cu SA şi SA B27+ a fost semnificativ mai mică decât la martori. Aceste 

rezultate arată că acest haplotip este asociat cu spondilita anchilozantă în 

populaţia noastră. 

3. Cele două polimorfisme ale  gene lor HSP70-1 şi HSP70-2 nu au fost în mod 

individual asociate cu susceptibilitatea fata de spondilita anchilozantă. 

4. O asociere puternică a fost observată între spondilita anchilozantă şi haplotipul 

TNF-α-HSP70 extins 857T/308G/238G/1267A care a fost prezent cu o frecvenţă 

ridicată atât la pacienţi şi la martori (22% şi respectiv 14%). O asociere slabă a fost 

obţinută pentru 857C/308A/238G/1267G, dar acest haplotip are o frecvenţă 
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foarte scăzută în populaţia analizată (sub 5% la pacienţi), astfel încât asocierea nu 

este semnificativă. 

La pacienţii SA HLA-B27 pozitivi, haplotipul 857T/308G/238G/1267A a fost, de 

asemenea, mai frecvent decât la lotul martor, dar asocierea a fost mai slabă. 

Aceste date susţin ipoteza că acest haplotip conţine un factor de susceptibilitate 

pentru spondilita anchilozantă independent de markerul HLA-B27. 

5. Polimorfismul A561C al genei E-selectinei nu este un factor de susceptibilitate 

pentru a spondilita anchilozantă în populaţia analizată. În ciuda acestui fapt 

aceasteă genă rămâne un candidat interesant şi  atractiv pentru studii la pacienţii 

cu spondiloartrite. 

 
 
Artrita psoriazică 
 

1. În grupul studiat, o asociere pozitivă a fost găsită între HLA-B27 şi 

susceptibilitatea faţă de artrita psoriazică (AP). La pacienţii români cu AP, HLA-B27 

este asociat cu afectarea axială, similar cu datele raportate pentru populaţia 

spaniolă.  

Frecvenţa markerului HLA-B27 în eşantionul investigat a fost semnificativ mai mare 

decât cea raportată pentru Italia continentală şi Serbia, dar similară comparativ 

cu frecvenţele raportate pentru Marea Britanie şi Spania. Pentru Italia, există două 

alte studii in care frecvenţele  HLA-B27 nu sunt statistic diferite faţă de studiul 

nostru. 

2. Asocieri genetice pozitive au fost găsite între HLA-C*06 şi susceptibilitatea la AP, 

între HLA-C*06 şi modelul axial de artrită şi între HLA-C*07 şi poliartrita, dar aceste 

asocieri nu au rămas semnificative după corecţia pentru testare multiplă. 

Acest studiu a confirmat asocierea HLA-C*06 cu psoriazis tip I (debutul psoriazisului 

înainte de 40 de ani) la pacienţii cu artrită psoriazică şi, de asemenea, faptul că 

pacienţii HLA-C*06-pozitivi au un debut mai timpuriu al psoriazisului.  

3.Polimorfismul -857C/T nal genei TNF-alfa a fost asociat cu susceptibilitatea la 

artrită psoriazică similar cu datele raportate pentru populaţiile germană şi 
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canadiană şi de asemenea cu afectarea axială a bolii. Celelalte două 

polimorfisme TNF-α investigate (-238 şi -308) nu au fost în mod individual asociate 

cu această condiţie. 

Aceste rezultate arată că alela 857*T  poate reprezenta un factor de risc pentru 

artrita psoriazica şi pentru modelul axial al aceastei maladii în populaţia analizată. 

Haplotipurile 857T/308G/238G şi 857C/308G/238G arată o asociere cu boala, un 

efect marginal pentru haplotipul 857C/308G/238G şi o asociere puternică pentru 

haplotipul 857T/308G/238G.  

4. Polimorfismele investigat ale genelor HSP70 nu s-au dovedit a fi asociate cu 

artrita psoriazică. 

5. Pentru grup de pacienţi cu artrita psoriazică, o asociere marginală pozitivă a 

fost observată pentru haplotipul  extins TNF-α-HSP70  857T/308G/238G/1267A. 

 
 
Artrita reactivă 
 

1. Pentru artrita reactivă, markerul HLA-B27 este asociat cu susceptibilitatea la 

această maladie, dar f recvenţa HLA-B27 în grupul analizat a fost mai mică decât 

în alte studii.  

2. Distribuţia polimorfismelor  -238G/A şi -308G/A nu a fost semnificativ diferită între 

pacienţi şi martori. Aceste rezultate trebuie să fie interpretate cu prudenţă, din 

cauza dimensiunii reduse a grupului de pacienţi. 

 

 

Spondiloartrita nediferenţiată 
 

1. Pentru pacienţii cu spondiloartrita nediferenţiată, HLA-B27 a fost asociat cu 

susceptibilitatea de această condiţie, dar frecvenţa acestui marker la pacienţii 

români fost semnificativ mai mică comparativ cu datele raportate în literatura de 

specialitate. Frecvenţa HLA-B27 este influenţată la aceşti pacienţi de cursul bolii, 

deoarece cel puţin o parte dintre pacienţi vor dezvolta spondilită anchilozantă. 
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2. Nu a fost găsită nici o asociere cu cele trei polimorfisme TNF-α.  

3. Rezultatele acestui studiu arată că cele două polimorfisme ale genelor HSP70 nu 

contribuie la riscul de spondiloartrita nediferenţiată în lotul analizat din populaţiei 

românească. 
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