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R Rezumat —

Obiective. Cercetatorii evidentiaza diferite asocieri ale alelelor HLA cu artrita reumatoida. Studiul nostru ten-
teaza asocierea intre manifestarea fenotipica data de caracteristicile principale ale bolii, definite prin criteriile de
clasificare folosite in cercetare, cu fondul genotipic dat de prezenta anumitor alele HLA-DRB1.

Material si metoda. Au fost evaluati prospectiv pacienti diagnosticati cu artritd reumatoida precoce conform
noilor criterii de clasificare ACR/EULAR 2010, obtindndu-se date demografice, date privind caracteristicile clinico-
biologice si genetice care au fost integrate comparativ in vederea stabilirii de asocieri semnificative.

Rezultate. A fost observata frecventa semnificativ crescuta a alelelor *04 (17% vs. 8,98%; p = 0,0474) si *10
(5% vs. 1,12%; p = 0,0477), dar si a celorlalte alele potential continatoare de epitop comun ca *01 (15% vs.
8,42%; p = 0,0900). Stratificarea cotei de risc a adus in prim plan alela *10 (OR=4,63), urmata de alelele *04 si
*07 (OR=2,07 si respectiv OR=2,15). Semnificativa statistic a fost asocierea negativa dintre alela *13 si prezenta
factorului reumatoid (p=0,052). Serologia pozitiva s-a corelat cu alela *04; aceasta s-a corelat semnificativ sta-
tistic cu anticorpii antipeptid ciclic citrulinat (p=0,030), in contrast cu factorul reumatoid. DAS28 care s-a corelat
semnificativ cu principalele alele potential contindtoare de epitop comun (p=0,014), dar si cu alelele *04 sau *14
n particular. Asiaticii au prezentat parametrii de severitate a bolii net superiori, comparativ cu pacientii caucazieni,
si nu Tn ultimul rand un titru mare de anticorpi anti-peptid ciclic citrulinat, pe un tipar genetic dominat de alela *04.
Concluzii. Tiparul genetic pare sa influenteze in mod diferit sub-populatii distincte de pacienti cu artrita reumatoida
precoce. Este nevoie de o noua abordare care sa permita evaluarea pacientului cu aceasta patologie, in stransa
corelare cu manifestarile fenotipice pentru o diagnosticare precoce, eficienta, care are deja la baza o clasificare
revolutionara a criteriilor de boala.

— Cuvinte cheie: HLA-DRB1, artrita reumatoida precoce, ACR/EULAR 2010 —

— Abstract E—

Objective. Researchers are facing a variety of HLA alleles associated with rheumatoid arthritis. Our study tests
phenotypical correlation between basic characteristics of disease, defined by new classification criteria, with ge-
netic background given by the presence of HLA-DRB1 alleles.

Material and methods. Prospective evaluation of patients with early rheumatoid arthritis diagnosed by new
classification criteria ACR/EULAR 2010 was performed and demographycal, biological and genetical data were
integrated and statistically comparred.

Results. A significant frequency for *04 (17% vs. 8.98%; p=0.0474) and *10 (5% vs. 1.12%; p = 0.0477) alleles
was observed, with a minority for *01 (15% vs. 8.42%; p=0.0900). Odds ratio stratification high lightened *10 allele
(OR=4.63), followed by *04 and *07 (OR=2.07, respective OR=2.15). *13 correlated negatively with RF (p=0.052).
Positive serology correlated significantly with alleles potentially containing shared epitope (p=0.014), but also in
particular with *04 and *14. Asiatic patients presented more severe disease parameters compared with caucasoid
patients and a high anti-CCP titer on a genetic background dominated by HLA-DRB1*04.

Conclusion. Genetic background seem to have different influences on distinct sub-populations of patients with
early rheumatoid arthritis. A new approach that allows evaluation of patient directly correlated with phenotipical
manifestations is expected, for achieving an early, efficient diagnoses, that is already facing a revolutionary clas-
sification.
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INTRODUCERE

De peste 30 de ani, cercetatorii evidentiaza dife-
rite asocieri ale alelelor HLA cu boala, dar mecanis-
mul intim care duce la aceasta asociere raimane inca
o enigmad (1). Au fost elaborate tabele si algoritmi
care includ bine-cunoscuta teorie a epitopului comun,
care au reusit sa stratifice rata de risc in cazul paci-
entilor cu AR, dar nu se pot aplica drept un simplu
model in toate grupurile de pacienti. Studiile ulte-
rioare abunda in incercari de identificare a tiparelor
ideale ale grupurilor si subgrupurilor de alele, in
populatii diferite ca numar si structura etnica, dar
care in marea lor majoritate au relevat importanta
cruciald a studiilor de epidemiologie genetica pe scara
larga, tocmai datoritd varietatii alelice implicate.
Baza mecanismului asocierii intre fenotipul bolii si
epitopul comun ramane inca necunoscuta pe deplin.

Noile criterii de clasificare folosite in cercetare
pentru artrita reumatoida permit includerea timpurie,
inainte de aparitia modificarilor structurale la nivel
articular, a pacientilor, in stransa corelare cu markeri
biologici i imagistici (2).

MATERIAL $| METODA

Cercetarea a inclus un lot de 50 de pacienti diag-
nosticati cu artritd reumatoida precoce conform cri-
teriilor de clasificare ACR/EULAR 2010, aflati in
evaluare in Clinica de Reumatologie a Spitalului
Clinic Judetean de Urgenta Constanta, respectiv cli-
nica ambulatorie a Centrului Medical IOWEMED,
Constanta si un lot de referinta de 89 de subiecti din
mediul extraspitalicesc, cu varsta si sex comparabile
cu grupul de baza. Toti pacientii au prezentat un de-
but sub 36 de luni pana la momentul diagnosticului,
iar 84% au fost diagnosticati in primele 12 luni de la
debut, indeplinind criteriile de diagnostic ACR/
EULAR 2010. Mai putin de jumatate (44%) au pre-
zentat un debut ce a dus la diagnostic in primele 3
luni de evolutie a bolii. Raportul femei-barbati a fost
de 4:1, cu 80% in favoarea sexului feminin §i cu o
netd predominantd a provenientei din mediul urban
comparativ cu cel rural (74% dintre pacienti provin din
orage). Au fost masurati parametrii biologici VSH si
PCR, iar evaluarea serologiei imune a presupus de-
tectarea FR prin metoda latex-imunoturbidimetrica
cu valoare de referintd <14 Ul/mL, si a anticorpilor
anti-CCP prin metoda imunoenzimatica cu detectie
prin fluorescentd (FEIA) cu valori de referinta > 10
Ul/mL pozitiv. Imagistic s-a folosit radiografia stan-
dard de maini si ultrasonografia articulara. Dupa

izolarea materialului genomic s-a efectuat genotipa-
rea alelelor HLA-DRB1 prin rezolutie joasa, folosind
kit-uri PCR-SSP (InnoTrain Diagnostik GmbH,
Germany; ProTrans produkte GmbH, Germany prin
BioSupply). Analiza statisticd a folosit programul
SPSS v. 20.0, fiind considerata semnificativa statistic
orice valoare a lui p sub 0,05, calculata de soft.

REZULTATE

Factorul reumatoid a fost gasit pozitiv la 68%
dintre pacienti cu o valoare medie masuratd de
128,71 Ul/mL, iar anticorpii anti-peptid ciclic citru-
linat la 56,80%, avand o valoare medie de 155,9 Ul/
mL. Global (FR si/sau antiCCP), ponderea pacien-
tilor seropozitivi cu AR precoce a atins o valoare de
78%. Mediile indicatorilor de severitate a bolii au
relevat boala activa la majoritatea pacientilor, cu un
scor mediu calculat al criteriilor de clasificare ACR/
EULAR 2010 de 7,34+1,422 (Tabelul 1).

TABELUL 1. Parametrii indicatori de severitate a bolii la
pacientii cu AR precoce

Parametrii No. =50
DAS 28 — Media totala 6,251 + 0,957
(min-max) (min 4,22 —max 8,21)

VSH media +/-SD (mm/h)
PCR media +/-SD (Ul/mL)
Scor ACR/EULAR 2010 media

46,28 + 25,059
3,28 + 3,454
7,34 +£1,422

Tabelul 2 prezinta distributia frecventelor alelelor
HLA-DRBI observate la pacienti comparativ cu
lotul martor. Genotiparea alelelor HLA-DRBI a ara-
tat diferente semnificative statistic atat pentru alelele
potential continatoare de epitop comun, cat si pentru
un numar mare de alte alele. Cele mai importante au
fost reprezentate de frecventa semnificativ crescutd a
alelelor *04 (17% vs. 8,98%; p = 0,0474) si *10 (5%
vs. 1,12%; p=0,0477), dar si a celorlalte alele poten-
tial continatoare de epitop comun ca *01 (15% vs.
8,42%; p = 0,0900). Alela *14 a avut o frecventd
comparabila cu cea din lotul control, cu diferenta ne-
semnificativa statistic. Foarte importanta pare sa fie
distributia generala a alelelor potential continatoare
de epitop comun (EC), determindndu-se o frecventa
mare in lotul cu artrita reumatoida precoce (43% vs.
21,91%; p=0,0003). O frecventa crescuta, dar ne-
semnificativa statistic, a prezentat si alela considerata
suspecta *07 (7% vs. 3,37%; p = 0,1689).

Frecvente reduse comparative cu lotul martor au
fost observate pentru alelele *11 (12% vs. 20,22%,
p=0,0816), *13 (6% vs.14,60%; p < 0,0001) si *15
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TABELUL 2. Frecventa alelelor HLA-DRB1 la pacientii cu AR precoce vs. lotul control

Tip alela
HLA-DRB1

Nr. alele
control

Nr. alele pacienti | Frecventa alela pacienti
cu AR precoce cu AR precoce

Frecventa

N Odds ratio
alela control

95% Cl p

"3 | 14 | 1% | 24 | 1348% | 104 | 051212 | 090 |
7 | 7 | 7% | 6 | 337% | 215 | 074660 | 016 |
"0 | s |  s% | 2 | 112% | 46 | 0882432 | 004 |

t2 | o1 | % | o | ooo% | | | -
"4 | 6 | 6% | 6 | 33% | 18 | 05758 | 030 |
"6 | 12 | 1% | 23 | 129% | 091 | 043193 | 08

(nr. pacienti = 50; nr. total alele pacienti = 100; nr. control = 89; nr. total alele control = 178)

(5% vs. 12,35%, p=0,0467), toate semnificative sta-
tistic.

Stratificarea cotei de risc (odds ratio) a adus 1n
prim plan alela *10 (OR=4,63), urmata de alelele
*04 si *07 (OR=2,07 si respectiv OR=2,15) care au
avut o cotd asemdnatoare cu cea a alelelor potential
continatoare de epitop comun (OR=2,80). Avand in
vedere numarul mic de cazuri, este dificil de con-
cluzionat ca fiind riscul cel mai semnificativ, dar to-
tusi trebuie consemnat acest rezultat. Alelele *01 si
*14 au avut un trend paralel — OR=1,91 si respectiv
OR=1,82 (Fig. 1).

Risc relativ

i -
P

L] T T T
Alele potential 01 04 10 "M
continaloare
de EC
FIGURA 1. Riscul relativ calculat pentru principalele alele
potential continégtoare de epitop comun

S = MW WO

Corelarea a inclus si alela *13, consideratd a avea
un efect protectiv pentru riscul de aparitie al AR, dar

si alela *16 cu o frecventa destul de mare in popu-
latiile studiate. Semnificativa statistic a fost asocierea
negativa dintre alela *13 si prezenta factorului reu-
matoid (p = 0,052) (Tabelul 2).

Analizand detaliat serologia pozitiva care s-a co-
relat global si cu alela *04, s-a observat o corelatie
semnificativa statistic cu anticorpii antipeptid ciclic
citrulinat (p = 0,030), in contrast cu factorul reu-
matoid (Tabelul 3). O altd asociere deosebit de im-
portanta a fost data de indicatorul de severitate al
bolii DAS2S care s-a corelat semnificativ cu princi-
palele alele potential contindtoare de epitop comun
(p=0,014), dar si cu alelele *04 sau *14 in particular
(Tabelul 4).

TABELUL 4. Asocieri intre indicatorul de severitate al
bolii DAS28 si prezenta principalelor alele potential
contindtoare de epitop comun

Alele potential
continadtoare *04 *01 *10 *14
de EC (suma)

In ceea ce priveste alela considerata protectoare
pentru riscul de aparitie a artritei reumatoide HLA-
DRBI1*13, aceasta s-a asociat negativ foarte bine

TABELUL 3. Corelatii ale alelelor HLA-DRB1 cu parametrii clinici, biologici,

imagistici si de severitate ai bolii

EC*01 EC*04 | EC*10 EC*14

FR___ |p=0726p=0318 | p=0,544 | p=0,050 | p=0,643 | p=0,052 |

*16 *13

Manifestari
extraarticulare

p=0,123 | p=0,304 | p=0,999 | p=0,214 | p=0,875 | p=0,722
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global cu reactantii de faza acuta (p = 0,016) si du-
rata simptomatologiei (p = 0,017), criterii cu pondere
apartinand clasificarii ACR/EULAR 2010, dar si cu
prezenta factorului reumatoid (p = 0,052).

Pacientii seronegativi au avut o distributie gene-
ticd interesantd, analiza lor relevand o frecventad
crescutd pentru alela *01, spre deosebire de alelele
*04 sau *14. In Fig. 2 se poate observa ponderea di-
feritelor tipuri de alele global, pentru seronegativii la
ambele tipuri de anticorpi (FR si antiCCP).

9,09%

Alela *

13,63% 01=22,72%

Alela *
04 =9,09%

T —

e . % e =
13,63% ’

-

u*01 u*16
=*04 u*03
W*14 W*11
u*13 u*12
u*07

FIGURA 2. Frecventa alelelor principale la pacientii cu
AR precoce seronegativi pentru antiCCP si FR

10% dintre pacientii cu artritd reumatoida precoce
studiati au fost de etnie asiatica si a fost interesant de
urmadrit manifestarile fenotipice ale acestui subgrup,
in corelatie cu genotipul dat de alelele HLA-DRBI,
chiar daca numarul redus nu a permis o analiza sta-
tistica importanta (Fig. 3).

m*01 | *07

H *03 m *14

H*04 | *15

FIGURA 3. Distributia alelelor HLA-DRB1 la pacientii
asiatici cu AR precoce

Dominanta grupului de etnici asiatici a fost alela
*04, urmata indeaproape de *07 si *15, si mai putin
*01, *03 si *14. Caracteristicile acestui subgrup au
fost cel putin interesante: un singur pacient asiatic a
fost seronegativ pentru FR si/sau ACP, 80% au fost
seropozitivi pentru FR (cu media titrului de 63,80
Ul/mL + 49,77), si numai 60% au fost seropozitivi
pentru antiCCP (cu media titrului 296,79 Ul/mL +
202,79).

Trebuie subliniatd constatarea faptului ca paci-
entii de etnie asiatica au prezentat titruri net inferioare
de FR comparativ cu lotul general. Si mai spectacu-
los decat atat, au prezentat titruri foarte mari de anti-
corpi antiCCP comparativ cu lotul general. Avand in
vedere frecventa net superioara a alelei *04 (30%)
comparativ cu pacientii caucazieni (15,55%), s-a
efectuat compararea celor doua grupuri, insa nu au
existat diferente semnificative din punct de vedere
statistic (Tabelul 5).

Punctajul criteriilor de clasificare ACR/EULAR
2010 a fost in medie 8 + 1,22, iar parametrii indicatori
de severitate a bolii au avut valori mari (Tabelul 6).

Dacd ne raportam la lotul general, frecventa
alelelor principale potential contindtoare de EC in
grupul pacientilor de origine asiatica devine semnifi-
cativa statistic (p = 0,05; OR = 3,56 95% CI 0,98-
12,94), cu o cota de risc net superioara lotului general
de pacienti (3,56 vs. 2,80).

DISCUTII

Studiul a vizat tocmai aceasta identificare a posi-
bilelor corelatii intre prezenta alelelor cu potential in
dezvoltarea patologiei si expresia lor fenotipica, cli-
nic, tradusa prin ponderea criteriilor din noua clasi-
ficare ACR/EULAR 2010, cu rezerva testarii corela-
tiilor cu vechile criterii ACR 1987.

Distributia frecventelor alelelor HLA-DRBI ob-
servate la pacienti in comparatie cu lotul martor a
reliefat inca o data varietatea datelor din literatura.
Cateva meta-analize efectuate in Europa au demon-
strat deja posibilitatea evaluarii riscului clinic infor-
mativ de AR folosind cohorte largi ca WTCCC (the
Wellcome Trust Case Control Consortium) si
UKRAGG (UK RA Genetics Group Consortium),
folosind numai informatii legate de componenta ge-
netica, varsta si statusul de fumator (3).

Valoarea asocierii intre susceptibilitatea particu-
lara a alelelor HLA cu AR este diferita in multe stu-
dii. O mare parte din aceste diferente se datoreaza
criteriilor variate de includere a pacientilor, bazelor
genetice ale populatiilor studiate, dar si diferitelor
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TABELUL 5. Frecventa subgrupurilor de alele HLA-DRB1 la pacientii cu artritd reumatoida precoce asiatici vs.

caucazieni
Tip Nr. alele pac. Frecventa alela Nr. alele pac. Frecventa alela Odds 95% Cl
alela HLA-DRB1 asiatici pac. asiatici caucazieni pac. caucazieni ratio ? P
*04 3 30% 14 15,55% 2,32 |0,53-10,09 | 0,25
* *
S”";i 0 0*11 A 04, 5 50% 34 37,77% 1,64 | 0,44-6,10 | 0,45

(nr. pacienti asiatici = 5; nr. total alele pacienti asiatici = 10; nr. caucazieni = 84; nr. total alele caucazieni = 168)

TABELUL 6. Parametrii indicatori de severitate a bolii la
pacientii asiatici cu AR precoce

Parametri No.=5
DAS 28 — Media totala 6,72 +0,91
VSH media +/-SD (mm/h) 57 £ 20,95
PCR media +/-SD (Ul/mL) 4,37 +3,52
Scor ACR/EULAR 2010 media 8+1,22

metode de tipare a HLA. Exista totusi o rata remar-
cabild de consens atunci cand aceste variabile sunt
controlate, un exemplu fiind dat de rezultatele simi-
lare ale mai multor studii diferite care au folosit nu-
mai caucazieni, iar tiparea s-a facut pe baza de ADN
(4,5), cum ar fi pentru HLA-DRB1*10 — prezent in
proportie de 1,5% cu risc relativ de 2,3.

Sub rezerva numarului mic de pacienti cu AR
precoce, cel mai mare risc relativ calculat a fost pen-
tru alela *10 (RR = 4,63), urmat de alela *04 (RR =
2,07), pe ultimele locuri situdndu-se alelele *01 si
*14 cu RR = 1,91, respectiv RR = 1,81. Foarte im-
portanta pare sa fie insa distributia generala a alelelor
potential contindtoare de epitop comun (EC), deter-
minandu-se o frecventd mare in lotul cu artrita reu-
matoida precoce. Acest grup stratificat pe baza rezul-
tatelor schemei propuse de Tezenas du Montcel si
colaboratorii (6), care are In vedere ca principale
alele continatoare de epitop comun alelele *01, *04,
*10, *14, pare sa fie cel mai interesant de studiat mai
departe pentru determinarea secventelor de amino-
acizi suspecti in clasificare, dar are si neajunsuri,
omitand backgroundul etnic genetic, care poate fi
diferit n alte populatii decat cea caucaziana (de
exemplu, populatiile est-asiatice, unde s-a raportat o
susceptibilitate crescutd pentru alela *09 (7)). Un
proiect international recent a permis o meta-analiza
a patru populatii europene — din Norvegia, Suedia,
Olanda si Spania, centratd pe determinarea alelelor
potential protectoare pentru artrita reumatoida (8).
Aditional obiectivului principal, studiul a evidentiat
frecvente importante ale alelelor continatoare de epi-
top comun, in special *04 si *10, dar si a altor alele
suspecte ca frecventd, cum ar fi *09 si *16 (8). Acest
set de alele relativ rar DRB1*10, care a prezentat in
cadrul studiului nostru riscul relativ cel mai crescut

si frecventa cea mai semnificativa statistic, a fost de-
monstrat si in populatii portugheze, dar si in alte tari
din sudul Europei (39,7%, p<0,001 si respectiv 12%,
p=0,031) (9), alaturi de susceptibilitate recunoscuta
conferita de prezenta alelelor HLA-DRB1 *04 pen-
tru aparitia AR.

Prezenta epitopului comun este consideratd a se
asocia puternic cu pozitivitatea pentru anticorpii
anti-CCP. 74% dintre pacientii inrolati intr-un studiu
din Olanda au fost pozitivi pentru EC (10), iar in
Suedia 90% dintre pacientii cu AR (11). Avand de-
zavantajul ca nu s-au putut determina proteinele epi-
topului comun 1n lotul nostru, gratie motivelor finan-
ciare, analiza a relevat un procent de 55,88% se-
ropozitivi pentru anti-CCP dintre pacientii cu alele
potential continatoare de epitop comun, cu o medie
calculata a titrului de 172,13 UI/ML

Dintre alelele potential continatoare de epitop
comun, *04, *10 si *14 s-au corelat cel mai bine cu
prezenta anticorpilor anti-peptid ciclic citrulinat,
spre deosebire de alela *01. Alela *14 s-a corelat
bine cu prezenta factorului reumatoid. Cercetatorii
au emis §i ipoteza ca artrita anti-CCP pozitiva ar re-
prezenta o entitate distinctd; un studiu foarte recent
efectuat pe o populatie din nord-estul Turciei evi-
dentia un set relativ distinct pentru seropozitivii pen-
tru antiCCP (*04 si *09) comparativ cu seropozitivii
pentru FR (*01 si *04) (12), ca si efectele potential
protective ale alelei *13.

Pacientii seronegativi au avut o distributie gene-
ticd interesantd, analiza lor relevand o frecventa
crescutd pentru alela *01, spre deosebire de alelele
*04 sau *14. Poate cel mai interesant aspect a fost
dat de absenta alelei *10, cea mai frecventa in lotul
nostru cu AR precoce, parand sd demonstreze o en-
titate fenotipica distincta, cel mai probabil legata de
prezenta anticorpilor anti-CCP. Tabloul net dominat
de alela *01 merita urmarit indeaproape 1n viitor, re-
levand rezultate surprinzatoare in ceea ce priveste
entitatea pacientului cu artritd reumatoida serone-
gativ. Este devreme de concluzionat sub acest aspect
avand in vedere ca multi dintre pacientii diagnosticati
precoce se vor pozitiva pe parcursul evolutiei bolii.
Tocmai de aceea este nevoie 1n continuare de studii



186 REVISTA ROMANA DE REUMATOLOGIE — VoL. XXIII Nr. 4, AN 2014

care sa urmareasca evolutia pacientilor cu un teren
genetic distinct, deoarece rezultatele studiilor efec-
tuate pand in acest moment vin in contradictie cu
aceastd constatare.

Efectele protective ale alelelor HLA-DRB1 sunt
foarte putin cunoscute. In general, studiile pe diferite
grupuri etnice au demonstrat un efect aparent pro-
tectiv 1n cazul alelei *13 (93) si, in mod surprinzator
*14 (81). In studiul de fatd, corelarea factorilor ge-
netici a presupus si includerea alelei *13, care a pre-
zentat o asociere negativa semnificativa statistic in
lotul cu AR precoce comparativ cu lotul martor din
populatia generala, dar si a alelei *15 cu o frecventa
redusa 1n lotul studiat. Daca ar fi sd estimam 1n func-
tie de cota de risc, alelele cu frecventa cea mai mica
si implicit presupus protective au fost *15, *13 si
*11, celelalte doua aflate in clasament — *16 si *03,
prezentand frecvente similare cu cele din populatia
generala.

Analizand detaliat serologia pozitiva care s-a co-
relat global si cu alela *04, s-a observat o corelatie
semnificativa statistic cu anticorpii antipeptid ciclic
citrulinat, in contrast cu factorul reumatoid.

O alta asociere deosebit de importanta a fost data
de indicatorul de severitate al bolii DAS28 care s-a
corelat semnificativ cu principalele alele potential
continatoare de epitop comun, dar si cu alelele *04
sau *14 1n particular.

Un genotip distinct, dar din pacate insuficient ca
numar de pacienti, a fost dat de pacientii de etnie
asiatica ce au asociat in principal alela *04, dar si
alele potential continatoare de epitop comun. Cea mai
importantd obsevatie a fost reflectatd de rezultatele
net superioare ale parametrilor de severiate a bolii,
comparativ cu pacientii caucazieni, si nu in ultimul
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