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sunt implicate în inflamaţii acute sau cronice, favorizând mai 
multe procese, aşa ca: stimularea fibrozei tisulare, inducerea 
destrucţiunilor celulare, a angiogenezei şi a reactanţilor fazei 
acute a inflamaţiei. Sinteza citokinelor, de obicei, însoţeşte 
dezvoltarea răspunsului imun, a reacţiilor de inflamaţie şi a 
proceselor de hematopoieză. În prezent, sunt cunoscute circa 
30 de citokine, dintre care interleukinele (IL 1, IL 6 ş.a.) şi 
antigenul Cytotoxic T lymphocyte-associated 4 (CTLA 4) se 
consideră cu o importanţă majoră în reglarea multor procese 
inflamatorii care însoţesc bolile reumatice [7, 8].

De menţionat, că unele genotipuri ale IL 1 au fost asociate 
cu riscul de a dezvolta LES [9, 10]. De asemenea, la pacienţii cu 
LES, nivelul de IL 6 corelează cu activitatea bolii, în special, la 
afectarea organică, dar nu şi cu creşterea de IgG, anticorpilor 
ds-DNA şi ai indicilor de fază acută. S-a constatat, că polimor-
fismul promotorului genei IL 6 - 174G/C constituie un factor 
de susceptibilitate genetică pentru LES şi/sau manifestările 
sale. Totodată, polimorfismul câtorva loci, printre care al celui 
pentru complexul major de histocompatibilitate, receptorii 
imunoglobulinici şi citokine este asociat cu implicarea ge-
nelor responsabile de LES. Datele clinice şi experimentale au 
demonstrat că IL 6 are un rol important în patogenia LES-ui 
prin hiperactivitatea policlonală a celulelor B şi prin produ-
cerea de anticorpi. Polimorfismul genei influenţează nivelul 
de transcripţie a IL 6 şi la persoanele sănătoase [11]. 

Se cunoaşte că gena CTLA 4 este importantă în reglarea 
activităţii celulelor T, polimorfismul CLTA 4 + 49 G prezentând 
un factor de risc pentru AR [12], iar prin activarea sau inac-
tivarea limfocitelor T, gena CTLA 4 are un rol important în 
patogenia LES [7]. 

Sub aspect de diagnostic al maladiilor, inclusiv al ce-
lor reumatice, markerii ADN depăşesc cu mult potenţialul 
fermenţilor şi al diverselor proteine. Aceasta este determinat 
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Introducere
Boala mixtă a ţesutului conjunctiv (BMŢC) a fost 

descrisă în 1972 de către medicul american G. Sharp fiind 
denumită Mixed Connective Tissue Disease. BMŢC prezintă 
o combinaţie de date clinice majore, similare cu cele din 
lupusul eritematos sistemic (LES), sclerodermia sistemică 
difuză (SSD), poliomiozită (PM) şi artrita reumatoidă 
(AR). Totodată, în serul bolnavelor de BMŢC se atestă 
modificări specifice, definite prin titruri înalte de anticorpi 
antinucleari circulanţi, cu specificitate pentru antigenul 
ribonucleoproteină nucleară U1-RNPn care participă activ 
în processing-ul ARN-ului.

Răspândirea BMŢC în lume este puţin studiată. Conform 
unor date, în Japonia BMŢC este prezentată de 2,7% din grupul 
bolilor difuze ale ţesutului conjunctiv [1]. În Republica Moldova, 
la moment, BMŢC nu este cercetată, deşi cazuri se atestă.

BMŢC apare predominant la femeile de vârstă medie (35-
37 de ani), sex ratio femei/bărbaţi fiind de 10/1, dar se remarcă 
şi la copiii de sex feminin (8-15 ani), afectând astfel calitatea 
vieţii bolnavei, etapa precoce şi etapa de capacitate maximă de 
muncă [2, 3]. Expunerea îndelungată la soare, frigul, factorii 
infecţioşi (de ex., virusul Ebştein-Barr) şi genetici, perturbările 
hormonale (naşterile, avorturile), stresurile, intervenţiile 
chirurgicale sunt considerate factori de bază în apariţia şi în 
dezvoltarea BMŢC [4, 5]. Unii autori consideră că BMŢC nu 
este o boală distinctă, ci o asociere întâmplătoare de 2 sau de 
mai multe boli ale ţesutului conjunctiv care, după o perioadă 
de timp dezvoltă o boală tipică – LES sau SSD. Din această 
cauză, uneori, BMŢC este denumită sindrom de interferenţă 
(overlap syndrome) [6]. 

Se cunoaşte faptul că, citokinele intervin în multe procese 
clinice ca mediatori locali în condiţii normale sau de boală. Ele 
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de faptul că markerii moleculari nu au o specificitate tisulară şi 
pot fi detectaţi la orice etapă de dezvoltare a bolii. Tocmai din 
aceste considerente, markerii ADN au schimbat în mod radical 
posibilităţile de diagnostic şi de determinare a riscului genetic 
pentru multe maladii umane, inclusiv cele reumatice [13]. 
În legătură cu cele menţionate, scopul studiului nostru a fost 
elucidarea particularităţilor clinice ale bolnavelor de BMŢC în 
baza sindromului articular şi stabilirea legăturilor asociative ale 
unor manifestări clinice, cu mutaţii pentru genele citokine.

Materiale şi metode
Pacientele cu BMŢC au fost diagnosticate conform 

criteriilor Sharp [14]. În calitate de loturi de control au servit 
bolnavele cu LES, SSD şi cu AR, conform criteriilor ARA 1982, 
1980, 1987 [15, 16, 17]. Manifestările articulare, la debut şi 
la stare, au fost cercetate amplu, conform unui program de 
examinare clinica complexă. 

În calitate de criterii de clasificare a bolnavelor, în baza 
manifestărilor articulare, la debut şi la stare au servit indicii 
(artralgii 1-11): 1 – în regiunea cervicală a coloanei vertebrale; 
2 – scapulohumerale; 3 – coate; 4 – radiocarpiene; 5 – MCF; 6 
– IFP palmare; 7 – coxofemurale; 8 – genunchilor; 9 – talocru-
rale; 10 – MTF; 11 – IFP plantare; artrită (12-20): 12 – scapulo-
humerale; 13 – coate; 14 – radiocarpiene; 15 – MCF; 16 – IFP 
palmare; 17 – genunchi; 18 – talocrurale; 19 – MTF; 20 – IFP 
plantare.

În realizarea reacţiei PCR, pentru gena IL 1 s-au utilizat 
următoarele perechi de primeri: IL 1 R1A – 51-GATCATTG-
GATGTTGCATGG-31, IL 1 R1B – 51 -GGACTTCAGGTA-
AGACAGAG-31; 

IL 6: IL 6 rev. 51-CTGATTGGAAACCTTATTAAG-31, 
IL 6 for 51-GGAGTCACAGACTCCACCT-31; 

C TL  A  4 :  C T L A  4 . 1  for.  5 1- G T TC A A AC A-
CATTTCAAAGCTTC-31, CTLA 4.1 rev. 51-AAATGACT-
GCCCTTGACTGC-31, CTLA 4.2 for. 51-TAATGAATT-
GGACTGGATTG-31, CTLA 4.2 rev. 51-TTACGAGA-
AAGGAAGCCGTG-31.

Scanarea multidimensională (multidimensional scaling) a 
bolnavelor în baza indicilor clinici, prezintă repartiţia aces-
tora în spaţiul n-metric tridimensional şi s-a efectuat în baza 
matriţei distanţelor euclidiene [18]. 

Analiza clusterienă a k-mediilor [19, 20] a pus în evidenţă 
asocierea manifestărilor clinice şi a alelelor mutante (apreciate 
calitativ – absenţă/prezenţă: 0/1) prin repartiţia acestora în 3 
clustere, numărul cărora a fost stabilit în legătură cu existenţa 
în studiu a 3 gene. Datele au fost prelucrate statistic în pachetul 
de soft STATISTICA 7.0.

Rezultatele obţinute
Analiza scanării multidimensionale a pus în evidenţă 

particularităţile de distribuţie a pacientelor în baza manifestărilor 
articulare la debut şi la stare. După cum rezultă din figurile 1-

Fig. 1. Scanarea multiplă a bolnavelor în baza manifestărilor articulare la debut.
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2, bolnavele examinate, reprezentate prin puncte/clustere de 
puncte, au o localizare diferită în spaţiul tridimensional. Aceas-
ta denotă că atât în cazul BMŢC, cât şi al loturilor de control, 
s-a manifestat un polimorfism clinic pronunţat al manifestărilor 
articulare. Unele paciente au format clustere de puncte destul 
de apropiate sau au prezentat chiar puncte suprapuse, ceea ce 
denotă similitudinea de asociere a manifestărilor clinice la aces-
tea; alte bolnave au avut o localizare spaţială destul de diferită, 
astfel, relevându-se, deosebirea acestora de majoritatea lotului 
datorită asocierilor specifice de manifestări clinice. De exemplu, 
în lotul BMŢC, în cazul semnelor articulare la debut, bolnavele 
4, 8, 16, 22 au prezentat o localizare distanţată de majoritatea 
lotului datorită deosebirii acestora prin manifestarea asociată 
a semnelor clinice: 4 – artralgii talocrurale, artrite talocrurale; 
8 – artralgii scapulohumerale, coate, radiocarpiene, MCF, IFP 
palmare, artrite MCF, IFP palmare, talocrurale; 16 – artralgii 
scapulohumerale, coate, radiocarpiene, IFP palmare, ale genun-
chilor, talocrurale, IFP plantare, artrite radiocarpiene, MCF, IFP 
palmare; 22 – artralgii – coate, IFP palmare, ale genunchilor, 
talocrurale, artrite MCF, talocrurale.

Prezentând aceleaşi raţionamente pentru manifestările 
articulare la stare, constatăm un polimorfism clinic pronunţat 
la bolnavele cu BMŢC, precum şi la cele din loturile de con-
trol, ceea ce relevă că maladiile difuze ale ţesutului conjunctiv 
prezintă un sistem de afecţiuni, cu un specific pronunţat pentru 
fiecare bolnavă. Totodată, s-a stabilit că la stare bolnavele au 
prezentat o localizare diferită versus cea de la debut, ceea ce 
relevă că în evoluţia bolii s-au produs schimbări în asocierile 

de semne clinice, acestea reflectându-se asupra gradului de 
similitudine a bolnavelor.

Examinarea manifestărilor articulare în perioada de stare 
(fig. 3) a demonstrat că spre deosebire de loturile de control, 
în BMŢC mai rar se manifestă artralgiile coatelor (2) şi ale 
talocruralelor (8), în schimb mult mai frecvent – artralgiile 
coxofemurale (32%), pentru LES, SSD şi pentru AR indicele 
prezentând 16, 16 şi 0% (6), respectiv.

Analiza PCR a pus în evidenţă locii polimorfi pentru 
genele ce controlează sinteza citokinelor IL 1, IL 6 şi CTLA 
4. Prin utilizarea primerilor indicaţi în Material şi metode, s-a 
produs amplificarea fragmentelor de ADN în intervalul de lun-
gime moleculară 350-500 de perechi de nucleotide (p.n.) pentru 
fragmentul de genă IL 1; 550-700 p.n. – pentru IL 6; şi 375-450 
p.n. – pentru CTLA 4. Spectrul electroforetic al fragmentelor 
de ADN pentru IL 6 este prezentat în figura 4.

Pentru genele aflate în studiu (IL 1, IL 6 şi CTLA 4) s-au 
amplificat câte 2 benzi, iar prezenţa sau absenţa lor la diferiţi 
bolnavi denotă faptul că locii detectaţi sunt polimorfi, ceea ce 
oferă oportunităţi informative înalte. Genotipurile fără mutaţii 
în locii analizaţi (NN) au fost reprezentate de banda de 500 p.n. 
pentru IL 1; banda de 700 p.n. – IL 6; şi banda 450 p.n. – CTLA 
4; genotipurile heterozigote (Na) – de 2 benzi la toate gene; 
genotipurile homozigote pentru alela mutantă (aa) – de banda 
de 350 p.n. pentru IL 1; banda de 550 p.n. – IL 6; şi banda de 
375 p.n. – CTLA 4.

După cum rezultă din datele tabelului 1, la bolnavele de 
BMŢC s-a constatat un nivel mutaţional înalt pentru genele 

Fig. 2. Scanarea multiplă a bolnavelor în baza manifestărilor articulare la stare.
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Fig. 3. Repartizarea topografică a sindromului articular la stare, %.

*p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001

Fig. 4. Analiza electroforetică, în gel de agaroză cu concentraţia de 2%,  
a fragmentelor amplificate cu ajutorul primerilor din structura genei IL 6.

M – markerii de lungime moleculară 800 pb, 600 pb, 400 pb, 200 pb (Eurogenetech).
1....12 – pacienţi: 1 – AR; 2 – LES; 3 – AR; 4 – AR; 5 – AR; 6 – AR; 7 – AR; 8 – SSD; 9 – BMŢC; 10 – BMŢC; 11 – BMŢC; 12 – SSD; 
13 – BMŢC.

IL 1, IL 6 şi CTLA 4. Astfel, în cazul BMŢC, LES, SSD şi AR 
91,9, 72,0, 57,9, 87,5%, respectiv, dintre paciente au prezentat 
genotipuri cu mutaţii în stare hetero- sau homozigotă, cel puţin 
pentru una dintre cele 3 gene studiate.

În scopul stabilirii legăturilor asociative ale genelor 
mutante pentru citokinele IL 1, IL 6 şi CTLA 4 cu unele dintre 
manifestările clinice frecvente în MDŢC, în loturile de bolnave 
aflate în studiu, s-a efectuat analiza clusteriană a k-mediilor. 
Pentru aceasta, fiecare lot de bolnave testate molecular cu 
privire la polimorfismul ADN a fost repartizat în 3 clustere 
în baza posibilelor asocieri cu genotipul pentru IL 1, IL 6 şi 
CTLA 4 (tab. 2, 3, 4, 5).

Datele obţinute relevă faptul că asocierile frecvenţă 
înaltă a mutaţiilor IL 1, IL 6, CTLA 4 şi frecvenţa înaltă a 

manifestărilor clinice sunt diferite pentru loturile investigate. 
De exemplu, în cazul BMŢC incidenţa înaltă a alelelor mu-
tante IL 1 şi IL 6 a manifestat legături asociative cu incidenţa 
înaltă a artralgiilor radiocarpiene la debut, rash malar, livedo 
reticularis (ş.a.), iar a alelei mutante CTLA 4 – cu artralgiile 
IFP, artrita în radiocarpiene, artrita talocruralelor (ş.a.).

În cazul LES, artralgiile radiocarpiene la debut, rash 
malar, artrita talocruralelor nu s-au asociat cu careva mutaţii; 
livedo reticularis şi artralgiile IFP s-au asociat cu mutaţiile 
pentru toate cele 3 gene; artrita în radiocarpiene – nici cu o 
mutaţie. Ca şi în cazul LES, pentru SSD şi AR, de asemenea, 
s-au constatat tipuri de asocieri, deosebite de cele pentru 
BMŢC, ceea ce denotă că mutaţiile detectate pentru obiectul 
de studiu – BMŢC sunt specifice, valabile pentru diagnosticul, 
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Tabelul 1
Particularităţile de frecvenţă a genotipurilor în populaţiile de bolnavi, %

Gena
BMŢC, n=37

Loturi de control
LES, n=25 SSD, n=19 AR, n=24

N/N N/a a/a N/N N/a a/a N/N N/a a/a N/N N/a a/a
IL 1 27,0 70,3  2,7 32,0 60,0 8,0 63,2 36,8 0,0 25,0 37,5 37,5
IL 6 32,4 67,6  0,0 44,0 48,0 8,0 42,1 57,9 0,0 25,0 66,7  8,3

CTLA 4 70,3 16,2 13,5 64,0 36,0 0,0 79,0 21,1 0,0 62,5 37,5  0,0

Tabelul 2
Analiza clusteriană a asocierii frecvenţelor manifestărilor clinice cu alelele mutante  

pentru IL 1, IL 6 şi CTLA 4 la bolnavele cu BMŢC

Alelă mutantă/indice clinic
Clusterul 1

IL 1, IL 6
Artralgii radiocarpiene la debut; rash malar, livedo reticularis; disfagie, neuropatie a nervilor periferici, hipertensiune pulmonară, insuficienţa 
valvei tricuspide, îngroşarea septului interventricular

Clusterul 2

Artralgii şi artrite ale genunchilor la debut; artralgii radiocarpiene şi ale genunchilor la stare, Steinbröcker palmar şi plantar I

Clusterul 3
CTLA 4
Artralgii în coate, RC, MCF, IFP şi TC la stare; mialgii, oboseală musculară; edemul dur al falangelor, afectarea feţei; Steinbröcker palmar şi plan-
tar II-IV; hipertrofia ventriculului stâng, pneumofibroză interstiţială difuză, accentuarea desenului trabeculat pulmonar

Tabelul 3 
Analiza clusteriană a asocierii de frecvenţă a manifestărilor clinice  

cu alelele mutante pentru IL 1, IL 6 şi CTLA 4, la bolnavii LES

Alelă mutantă/indice clinic
Clusterul 1

Artralgii şi artrită RC la debut-stare; mialgie, rash malar; Steinbröcker palmar şi plantar I; insuficienţa valvei tricuspide, hipertrofia ventriculului 
stâng, accentuarea desenului trabeculat pulmonar

Clusterul 2

IL 1, IL 6, CTLA 4
Artragii şi artrită ale genunchilor la debut-stare, artralgii MCF la stare, livedo reticularis, dispnee de efort moderat, lipsa afectării pulmonare

Clusterul 3

Artralgii IFP la debut, artrită în talocrurale la debut, artralgii în coate şi IFP la stare
Steinbröcker palmar şi plantar II, III, IV

prognosticul evoluţiei bolii şi riscul genetic şi confirmă opiniile 
autorilor care susţin concepţia existenţei maladiei ca nosologie 
distinctă.

Concluzii
1.	 Prin analiza scanării multidimensionale (multidi-

mensional scaling) s-a constatat existenţa unui polimorfism 
clinic pronunţat la bolnavele cu BMŢC, în ceea ce priveşte 
manifestările articulare la debut şi la stare, relevându-se, astfel, 
asocierile specifice de semne clinice, practic, pentru fiecare 
bolnavă. În evoluţia bolii au loc rearanjamente ale asocierilor 
de manifestări clinice articulare.

2.	 În BMŢC, spre deosebire de loturile de control –  
lupus eritematos sistemic, sclerodermie difuză de sistem şi 
artrită reumatoidă, mai rar se manifestă artralgiile coatelor 
şi ale talocruralelor, în schimb mult mai frecvent – artralgiile 
coxofemurale.

3.	 Au fost stabilite legăturile asociative frecvenţă înaltă a 
mutaţiilor IL 1, IL 6 şi CTLA 4 şi frecvenţă înaltă a manifestărilor 
clinice în cadrul diferitelor organe/sisteme de organe. 

4.	 Studiile clinice ale BMŢC pentru organele/sistemele de 
organe în evoluţia bolii, testarea polimorfismului ADN pentru 
genele citokine IL 1, IL 6 şi CTLA 4 şi procesarea datelor prin 
tehnologii informaţionale moderne pot servi ca bază de elaborare 
a sistem-suportului de decizii pentru diagnosticul BMŢC, ceea ce 
optimizează strategia de tratament a maladiei.
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Tabelul 4 
Analiza clusteriană a asocierii frecvenţelor manifestărilor clinice  

cu alelele mutante pentru IL 1, IL 6 şi CTLA 4 la bolnavii SSD

Alelă mutantă/indice clinic
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pulmonară, insuficienţa valvei tricuspide, îngroşarea septului interventricular, pneumofibroză interstiţială difuză

Clusterul 2
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Clusterul 3
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