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HLA-DQ e malattie autoimmuni multiple in eta pediata

Diabete mellito di tipo 1 (DMT1), malattia celia¢@D), e tireopatie autoimmuni (ATD) sono patologiati-
vamente comuni in eta pediatrica e spesso prasesdisociazione nello stesso soggetto.

La condivisione di un comune background geneticesponsabile dello sviluppo di queste tre condizion
associate con un differente rischio a seconda delemo e del tipo di eterodimeri HLA-DQ specificirpe
DMT1 o CD. La tipizzazione delle molecole HLA inasicun paziente migliora quindi la capacita di predi
I'associazione di malattie autoimmuni multiple rieflanzia.

HLA-DQ and multiple autoimmune diseases in children

Type 1 diabetes mellitus (DMT1), celiac disease Y@bBd autoimmune thyroid diseases (ATD) are autaimn
conditions relatively common in pediatric age aredjfiently occur in association in the same subject.

The sharing of the immunogenetic background isaesiple for the development of multiple autoimmuiseases
although with a different risk according to the menand type of susceptible HLA-DQ heterodimersMT1 o
CD. HLA-DQ genomic typing will improve the capabylito predict associated autoimmune diseases amayt

Introduzione

Diabete mellito di tipo 1 (DMT1), malattia celiag2D) e tireopatie autoimmuni (ATD) sono malattire
tivamente frequenti in eta pediatrica e spessacidedra di loroSebbene I'eziologia di queste patologie
resti ancora in gran parte misconosciuta, € ampismagcettato che I'origine dei disturbi sia mattibria-

le, legata ad un’interazione fra predisposiziormeetiea da una parte e fattori ambientali dall'altra

| geni maggiormente coinvolti nel determinare |acaitibilita nei confronti di queste tre patologie
autoimmuni appartengono al sistema HLA e sonotsittzai loci DRB1 e DRQ1 [1-5].

Gli aplotipi HLA-DR3;DQ2 e DR4;DQ8 predispongondaatviluppo del DMT1 e della CD mentre
per le ATD é stata riconosciuta un’associazioneglpaplotipi HLA DR3;DQ2 e DR5;DQ7.
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Caratteristica principale dell'intero sistema HLAl'élevato grado di polimorfismo correlabile
all'importante significato biologico che la regioséessa riveste. Le molecole HLA, infatti, de-
terminando la composizione chimica della superfa@#ia tasca di legame con I'antigene, giocano
un ruolo fondamentale nel regolare le interaziogliutari attraverso un meccanismo di ricono-
scimento di peptidi self e non self da parte defoltiti T. Un comune substrato genetico € alla
base dello sviluppo di malattie autoimmuni multipéel in particolare la presenza di determinate
combinazioni alleliche predispone all'insorgenzadioimmunita.

Il 15- 30% dei pazienti con DMT1 sviluppano tiret@autoimmuni mentre la malattia celiaca si presen
nell'1-19% dei pazienti con diabete mellito tipe hel 2-5% dei pazienti con tireopatie autoimmuni.

Scopo del lavoro

Lo scopo del nostro studio e stato valutare le @uaioni alleliche HLA-DQA1 e DQBL in soggetti pai
trici affetti da una o pit malattie autoimmuni quiatliabete mellito di tipo 1, la celiachia e Ieebpatie au-
toimmuni e definire l'influenza di ciascun genotigd rischio di sviluppare malattie autoimmuni rpldt, al
fine di elaborare un algoritmo predittivo per ldgypo di una singola o piu patologie in associagio

Materiali e metodi

Pazienti

Nello studio sono stati arruolati 334 pazienti coalattie autoimmuni seguiti presso la Sezione di En
docrinologia Pediatrica della Fondazione IRCCSdHalco San Matteo di Pavia.
| pazienti erano cosi ripartiti:
» 164 pazienti (85 femmine e 79 maschi) erano affddatiDMT1 (eta media alla diagnosi
8.69%4.47 anni);
* 118 pazienti (104 femmine e 14 maschi) erano afitttireopatie autoimmuni (eta me-
dia alla diagnosi 11.11+4.14 anni);
« 52 pazienti (34 femmine e 18 maschi) erano affédétimalattia celiaca (eta media alla
diagnosi 7.16%4.50 anni).

| dati di tipizzazione HLA eseguiti, per gli steggeni, su 224 soggetti adulti sani di etd media
36.5@17.50 anni (105 femmine e 119 maschi) sono stdiza&ti come controllo. | pazienti sono stati
seguiti per un periodo medio di follow-up di # anni, nel corso del quale é stata valutata
l'insorgenza di altre malattie autoimmuni assoc@&te loro sequenzialita di comparsa.

Tutti i pazienti e/o i genitori hanno dato il progprconsenso alla partecipazione allo studio, do-
po adeguata informazione.

Metodi

In tutti i soggetti selezionati & stata eseguitgsgo il Laboratorio di Immunogenetica del Servizio
Trasfusionale della Fondazione IRCCS Policlinicoy Q4atteo, la tipizzazione molecolare HLA-
DQAL e DQB1 ad alta risoluzione con valutazionelidetgrodimeri di suscettibilita per diabete melli-
to di tipo 1 e celiachia. Il DNA é stato isolato clmpioni di sangue usando kit specifici per lafpur
cazione del DNA e gli alleli HLA-DQ sono stati dati mediante reverse PCR-SSO.
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Studi di amplificazione genica hanno dimostrato chaferiscono una maggiore suscettibilita al
DMT1 la presenza di Arg in posizione 52 della caterdel DQ e I'assenza di Asp in posizione
57 della caten8 del DQ [6].

Gli eterodimeri HLA-DQ, considerati a rischio pelattia celiaca, sono codificati dagli alleli HLA-
DQA1*05 e DQA1*03 e dagli alleli HLA-DQB1 03:02 [7Tali alleli, in combinazioni differenti, pur es-
sendo caratteristici di una determinata malatbaspno comunque predisporre ad un’altra o a piattieal
autoimmuni associate. Infatti, la presenza di éieveri di suscettibilita per DMT1 non solo aumelata
probabilita di avere il DMT1 ma anche la CD e ATIxastessa cosa accade per gli eterodimeri ditbiasce
bilita per CD; infine gli stessi eterodimeri aunaen il rischio di malattie autoimmuni multiple.

In tutti i pazienti il numero degli eterodimeri sliscettibilith per DMT1 e per CD sono stati deteani

ti attraverso la conta diretta e collegati alldsi@ella malattia; il loro numero varia da 0 a B 2 [8].

Risultati

Per ciascun soggetto facente parte delle quatpolanioni in esame abbiamo definito il numero degli
eterodimeri di suscettibilita per CD e DMT1, ed i@bio cosi potuto elaborare i seguenti risultati: la
maggior parte dei pazienti con DMT1 e CD possiedeeterodimeri di suscettibilita per DMT1 e/o
CD mentre 0-1 eterodimeri si riscontrano nella nna@mza dei pazienti con ATD e nei controlli. Un
solo marker di suscettibilita per CD predisponeuad delle tre patologie autoimmuni nel 47.4% dei
casi (111/234) (Tabella 1), al contrario sono esthiidue eterodimeri di suscettibilita per DMT1 per
ottenere lo stesso risultato 48.7% (114/234) (Tat)l
La molecola DQ ha quindi un valore predittivo dilatha superiore per la celiachia rispetto al dtabe
Nel corso del follow-up, 51 pazienti hanno svilugpanalattie autoimmuni multiple:

e dei 164 pazienti con DMT1, 20 hanno sviluppato DMAID (12.19%), 7 DMT1+CD (4.26%) e

4 DMT1+CD+ATD (2.43%), in sequenza 2 DMT1+ATD+CR2 ®MT1+CD+ATD;
e dei 118 pazienti con ATD, 8 hanno presentato ATDH6D7%);
e dei 52 pazienti con CD, 11 hanno sviluppato CD+APD.11%) e 1 CD+DMT1 (1.9%).

La probabilita di sviluppare malattie autoimmungs@siate aumenta con I'aumentare del numero
di eterodimeri di suscettibilita HLA-DQ per DMT1£p.003) e per CD (p=0.006). Nello specifico
il rischio di comorbidita incrementa significativaeme in soggetti con 2-4 markers HLA-DQ spe-
cifici. Oltre un valore soglia N=2, non vi e perffetto dose in quanto il rischio di comorbidita
autoimmune aumenta da 0 a 2 e non da 2 a 4 etezodim

Il rischio di sviluppare patologie autoimmuni sitgo in associazione in base alla presenza difspeci
ci eterodimeri HLA-DQ é rappresentato nella taballa

Intersecando il numero degli eterodimeri HLA-DQ afiei per DMT1 e CD, é possibile definire le
differenti condizioni di malattie autoimmuni mulgpcon un ordine decrescente del valore del’OR
(odds ratio). Si puo notare come la presenza diolm marker di suscettibilita per entrambe le matol
gie (1x1) aumenta il rischio di sviluppare CD e ATOR= 4.0).

Un marker di suscettibilita per CD e due per DMT22) predispongono all'associazione delle tre rialat
autoimmuni con un OR inferiore a quanto previstoddatertodimeri specifici per entrambe le pataogi
mentre nel riquadro (2x2) si denota un aumentathio di malattia celiaca. Quattro markers di dtisce

litd per ambedue le malattie (4x4) aumentano lbaghitita di associazione tra DMT1 e CD di 36 volte.
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Discussione

Tra i numerosi geni coinvolti nel determinismo defhalattie autoimmuni molta attenzione € stata
prestata alle molecole codificate dai geni delesist maggiore di istocompatibilita che nelluomo si
definisce con I'acronimo HLA (Human Leukocyte Ardigo Human Leukocyte system A) ed é loca-
lizzato sul braccio corto del cromosoma 6 (band#l6p6p21.3) [9-11].

| singoli soggetti di una popolazione sono forditiina ampia varieta di alleli HLA che consentautinen-
tare la probabilita di riconoscere antigeni esfranéi reagire contro di essi ma alcuni di quesggono
favorire anche una risposta contro auto-antigenprsdo un meccanismo di somiglianza molecolare [12]
Nei pazienti diabetici, la subregione HLA di clasiseontribuisce per circa il 50% al rischio genetdi
sviluppare la malattia [13]. Il 90-95% dei soggeitietnia caucasica con il diabete possiede gigemit
HLA-DR3 o DR4, o entrambi, rispetto ad una freq@aenei soggetti normali di circa il 40%, inoltreld-
50% dei soggetti con la malattia & eterozigote DIR#, a fronte del 5% della popolazione normale. La
suscettibilita al DMT1 e associata all'antigene HD®8 spesso in linkage disequilibrium con il DR4.

Nei soggetti caucasici affetti da tiroidite autoioma ricorrono piu frequentemente gli antigeni HLR3
(forma atrofica), DR4 e DR5 (forma con gozzo). kespnza del DQ7 é stata riscontrata nel 56% digiriaz
Nei soggetti celiaci, nella mucosa intestinale lmdina va incontro a modificazioni ad opera
dall’enzima transglutaminasi tessutale, che pditagenerazione di peptidi deaminati con altissima
affinita di legame per le molecole HLA-DQ?2 e DQ8ué3te specifiche strutture HLA sono un fatto-
re necessario nella risposta infliammatoria coritgbutine e di fatto la malattia celiaca risultesas
ciata con questi marcatori HLA in piu del 90% dasic

E tuttavia da tener presente che, nonostante dedenschio relativo di malattia nei soggetti cartp
colari alleli di classe I, la maggior parte deigidividui portatori di questo assetto genetico 5o
luppa la malattia, € quindi necessario prendereoimsiderazione anche la componente ambientale
(stress, alimentazione) e l'interazione con akmighon HLA [14-18].

Nella pratica clinica la probabilita di avere ma&autoimmuni multiple & inferiore rispetto allgpet-
tative infatti nella nostra esperienza, soltantt834 bambini hanno sviluppato disordini multipli me
tre la maggior parte dei pazienti é rimasta statulela malattia primaria.

Per cercare di capire I'evoluzione di una singeilpgia autoimmune ad inizio nell'infanzia in ntéika
multiple, abbiamo considerato la relazione doseteffdegli eterodimeri di suscettibilitah HLA-DEJ in
334 pazienti sequiti per un lungo periodo di teripedia 19+8 anni) ed abbiamo principalmente foca-
lizzato il nostro interesse su 51 bambini che haswvilwppato patologie autoimmuni multiple. Come
gruppo di controllo sono stati reclutati 224 sotigetni etnicamente correlati ai pazienti.

| nostri dati dimostrano che la presenza di allgfiecifici HLA-DQAL1 e DQB1 aumentano il ri-
schio di avere DMT1, CD e ATD. Pur non essendo emstati trovati al momento eterodimeri di
suscettibilita specifici per le tireopatie autoimmiula frequente co-presenza di tali patologie in
casi di DMT1 e CD puo far supporre un’immunogerasnune.

La tabella 3, i cui parametri possono essere farite applicati alla pratica clinica, & stata elatsor
mettendo in relazione la presenza della sequenir@anidica HLA-DQuf specifica per DMT1 con
gli eterodimeri di suscettibilita specifici per Gid fine di prevedere I'associazione delle maladiie
toimmuni. Nessun soggetto puo essere preservatisdhio di sviluppare patologie autoimmuni mul-
tiple, pertanto per un corretta gestione del paziénconsigliabile valutare tutte le diverse corabin
zioni alleliche e non solo quelle relative alla atdé in esame.
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Il rischio di associazione di queste tre malattioBnmuni € maggiore in chi ha una diagnosi inial
di DMT1 o CD, quindi in questi pazienti & utile dahinare gli eterodimeri di suscettibilita per & s
conda malattia autoimmune mentre nei pazienti cob Aome malattia di esordio la valutazione de-
gli eterodimeri di suscettibilitd per DMT1 e CDralicata solo in presenza di positivita autoantiaerp
le per le stesse patologie. L'individuazione dipamticolare profilo immunogenetico HLA (predispo-
nente per le diverse patologie autoimmuni) é foretataie per:

e individuare i soggetti a rischio che meritano ultof@-up stretto;

* informare la famiglia su tutti i sintomi che possqortare ad una diagnosi precoce;

* in futuro, nel momento in cui esisteranno possiiterapeutiche per prevenire lo sviluppo

della malattia autoimmune, intervenire sui soggettschio.

Il meccanismo genetico che sottende allo svilupptbedmalattie autoimmuni resta estremamente

complicato e solo con la prosecuzione degli stadh possibile valutare la possibile condivisione di
basi immunogenetiche tra le varie malattie autoimmu

Tabelle e figure

Tabella 1. Distribuzione dei pazienti e dei contrdl in base al numero degli eterodimeri di suscetti-
bilitd HLA-DQ ap per CD.

Numero di eterodimeri di suscettibilita per CD
0 (% pazienti) 1 (% pazienti) 2 (% pazienti) 4 (Hz@nti)
DMT1 27 (16.46%) 50 (30.49%) 25 (15.24%) 62 (37.80%)
ATD 54 (45.76%) 41 (34.75%) 16 (13.56%) 7 (5.93%)
CD 1 (1.92%) 20 (38.46%) 20 (38.46%) 11 (21.15%)
Controlli 171 (76.34%) 33 (14.76%) 13 (5.8%) 7 (3.13%)

Tabella 2. Distribuzione dei pazienti e dei contrdl in base al humero degli eterodimeri di suscetti-

bilita HLA-DQ ap per DMT1.

Numero di eterodimeri di suscettibilita per DMT1
0 (% pazienti) 1 (% pazienti) 2 (% pazienti) 4 (%z@nti)
DMT1 15 (9.15%) 23 (14.02%) 64 (39.02%) 62 (37.80%)
ATD 37 (31.36%) 49 (41.53%) 25 (21.19%) 7 (5.93%)
CD 1 (1.92%) 15 (28.85%) 25 (48.08%) 11 (21.15%)
Controlli 143 (63.84%) 53 (23.66%) 21 (9.38%) 7 (3.13%)
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Tabella 3. OR relativo allo sviluppo di malattie adoimmuni singole o in associazione, in base alla
presenza di molecole HLA-DQ specifiche.

Eterodimeri DMT1

EterodimeriCD | 2 CD+DMT1+ATD (1.6)

DMT1+ATD (1.47)

DMT1 (1.18)

ATD (1.01)
DMT1+CD (36.4)
DMT1 (23.8)
CD+ATD (13.48)

4 DMT1+ATD+CD (12.1)

DMT1+ATD (11)
CD (10.8)
ATD (2.9)

1 2 4
CD+ATD (4.0) DMT1+ATD+CD (5.39)
CD (3.0) DMT1+ ATD (4.49)
ATD (2.27) DMT1 (3.0)
1 | DMT1+ATD+CD (1.9) | CD+ATD (1.49)
DMT1 (0.6) DMT1+CD (1.34)
DMT1+ ATD (0.4) CD (1.38)
DMT1+CD ATD (1.03)
CD (3.1)

DMT1+CD (2.4)
CD+ATD (2.1)
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