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Introduzione

1. La regione HLA ( Human Leucocyte Antigens )

Alla fine del 1999 un gruppo di ricercatori riunitisi a formare un Consorzio Internazionale ha pubblicato l’intera sequenza genica del Complesso Maggiore di Istocompatibilità Umano (HLA), localizzato sul braccio corto del cromosoma 6. Esso si estende per una lunghezza fisica di  circa 4 Mb corrispondenti ad una distanza genetica di 3-4 cM. Questo lavoro è il culmine di circa 50 anni di ricerche riguardanti i geni HLA e i loro prodotti.

Il Consorzio  ha identificato ben 224 loci, risultato che porta la regione HLA ad essere la regione del genoma umano più densa di geni finora mai sequenziata. Di questi 224  geni,  128 (57.1%)  risulterebbero espressi e  le proteine   prodotte da  51 di  essi  (39.8%) sono  coinvolti  direttamente nella  risposta immunitaria (1).

Classicamente, la regione HLA viene suddivisa in tre parti in base alla presenza di tre raggruppamenti di geni che differiscono per funzione e per struttura: le regioni di Classe I, di Classe II e di Classe III. Nella figura 1 è raffigurata una mappa dettagliata delle tre regioni (2). I loci compresi nella regione di classe I, localizzata in posizione telomerica e di Classe II, in posizione centromerica, sono quelli meglio caratterizzati. Nelle regioni di classe I e II sono localizzati i geni per le molecole responsabili primariamente della istocompatibilità, originariamente identificate quali responsabili del rigetto dei trapianti allogenici. Le molecole di Classe I (HLA-A, B, C) e di Classe II (HLA –DR, DQ, DP) presentano i peptidi antigenici al recettore dei linfociti T. In particolare, le molecole di Classe I, espresse sulla maggior parte delle cellule nucleate, presentano peptidi antigenici prodotti dal processamento di proteine endogene, come quelle dei virus, ai linfociti T citotossici. Invece, le molecole HLA di Classe II presentano ai linfociti T helper proteine di origine esogene internalizzate per endocitosi. Esse sono  espresse sulle cellule deputate alla presentazione degli antigeni (linfociti B, macrofagi, cellule dendritiche, ecc) oppure possono essere indotte in seguito a  stimolazione di IFN-gamma su altri tessuti. I geni di classe III mappano centralmente rispetto a classe I e classe II. Essi codificano sia per molecole correlate con la risposta immunitaria (TNF, fattori del complemento, le Heat Shock Proteins e recettori, quali NOTCH4 e RAGE), sia per molecole con  altre funzioni, quali l’ enzima 21-idrossilasi. 

Organizzazione genetica della regione di classe I

I geni di classe I codificano per glicoproteine che sono associate sulla superficie cellulare con un peptide più piccolo la  (2-microglobulina, codificata  da un gene  non polimorfico che mappa sul cromosoma 15.

Tre membri della famiglia di geni di classe I codificano i classici antigeni importanti nei trapianti d’organo HLA-A, HLA-B e HLA-C, da tempo riconosciuti come fondamentali nella risposta immunitaria (3).Questi geni sono altamente polimorfici, fenomeno primariamente riconosciuto per il loro coinvolgimento nel rigetto di organi trapiantati (4). Fanno parte di questa famiglia anche i geni HLA-E, HLA-F e HLA-G (5; 6; 7; 8), i quali presentano omologia con gli antigeni classici, presentando però un grado di polimorfismo meno accentuato. HLA-E e HLA-F vengono espressi in molti tessuti fetali ed adulti,  mentre HLA-G è espresso solo sui tessuti placentali del feto (9), dove le molecole classiche di classe I e II sono assenti. La restrizione nell’ espressione di questi antigeni non classici potrebbe giocare un ruolo chiave nella modulazione della risposta immunitaria durante la gravidanza. 

Studi molecolari hanno dimostrato che HLA-G e HLA-E interagiscono con le  cellule Natural Killer (NK) tramite il recettore KIR (Immunoglobulin-like Receptors) ei recettori inibitori del tipo lectina (CD94/NKG2) (10). 

HLA-G e HLA-E agirebbero come molecole tolerogeniche a livello sia del recettore T che delle cellule NK, “spegnendo” le cellule che di solito attaccano il non-self (includendo il feto) o gli antigeni self  (11).

Struttura degli antigeni di classe I 
Strutturalmente le molecole HLA di classe I consistono di un eterodimero formato da una glicoproteina polimorfica (catena alfa)  in associazione non covalente con la (2- microglobulina, proteina non polimorfica. La catena alfa, può essere suddivisa in 5 domini: tre extracellulari, detti 1, 2, 3, uno transmembrana e uno citoplasmatico. Nei domini 1 e 2 risiede il maggior polimorfismo delle molecole ed essi formano una “fenditura” dove vengono accolti i peptidi antigenici da presentare alle cellule immunocompetenti. Il terzo dominio 3 è meno polimorfico, lega la (2-microglobulina e contiene dei ponti disulfidici simili a quelli presenti nelle immunoglobuline. La regione intracellulare idrofilica può essere fosforilata permettendo la trasduzione del segnale all’interno della cellula.

Il gene che codifica la catena alfa è suddiviso in sette esoni ciascuno dei quali codifica per uno specifico dominio della proteina. Il primo esone contiene informazioni per il peptide segnale. Il secondo, il terzo ed il quarto esone corrispondono ai domini 1, 2, 3. I restanti esoni codificano per il dominio transmembrana (esone 5) e il dominio citoplasmatico (esoni 6 e 7).

Altri geni non classici nella regione di classe I

I geni MIC (MHC class I chain related genes) appartengono ad una famiglia di geni multicopia nella regione di Classe I. Sono stati identificati sette geni MIC, cinque dei quali sono pseudogeni (MICC, MICD, MICE, MICFe MICG), mentre MICA e MICB sono geni funzionali (12;13).

MICA è localizzato 46.5 kb centromerico rispetto al locus HLA-B e MICB si trova  70 kb centromerico rispetto a MICA: i due geni presentano molte omologie, condividendo circa il 90% della loro sequenza aminoacidica. La struttura genica ricalca quella dei geni HLA di classe I, con 6 esoni  codificanti, rispettivamente per il peptide segnale, i domini extracellulari (1, (2 e a (3, il dominio transmembrana e quello citoplasmatico (13). Al pari dei geni HLA di classe I negli esoni 2,3 e 4 risiede un elevato polimorfismo che dà luogo in MICA a 49 varianti alleliche e a 7 in MICB (14; 15; 16; 17; 18; 19; 20; 21).

Invece, al contrario di esse, non vengono portati sulla superficie insieme alla (2- microglobulina. Queste caratteristiche  suggeriscono che le molecole MIC hanno un sito di legame in grado di legare alcuni ligandi e fanno ipotizzare che queste molecole  possano avere una funzione biologica specializzata nelle interazioni cellula-cellula.

Inoltre, il fatto che le molecole MIC non siano associate con la (2-microglobulina suggerisce che se un ligando viene presentato, potrebbe essere differente dai ligandi delle molecole  classiche HLA di classe I (22).

MICA e MICB sono geni indotti da stress che hanno un pattern di espressione ristretto a cheratinociti,  monociti e cellule epiteliali e, in particolar modo, MICA viene altamente espresso a livello dell’epitelio gastrointestinale (23).Gli antigeni da essi codificati vengono specificatamente riconosciuti dalle cellule T (-( intestinali–epiteliali (IELs), tramite il recettore NKG2D (24). Ciò suggerisce che potrebbero essere al centro di un sistema di immunosorveglianza dedicato a monitorare danni, infezioni o qualsiasi altro evento da stress (25).

Organizzazione genetica della regione di Classe II

I tre principali tipi di molecole di classe II sono HLA–DR, DQ e DP formate da due polipeptidi glicosilati (catene alfa e beta) associati non covalentemente e che sono codificati da tre distinte sotto-regioni  della regione HLA-D.

Ciascuna sottoregione D contiene un differente numero di geni per la catena alfa e per la catena beta. La regione DR contiene un gene per la catena invariante (  ed un numero variabile di geni per la catena polimorfica  DR , chiamati DRB1, DRB2, DRB3, DRB4, DRB5, DRB6, DRB7, DRB8 e DRB9. DRB2, DRB6, DRB7, DRB8 e DRB9 sono pseudogeni (26). Il numero e tipo dei geni DRè caratteristico di ciascun aplotipo definito dall’ allele DRB1 che porta  (Figura 2). 

Nella regione DQ sono state identificate due catene alfa (DQA1 e DQA2) e tre catene beta (DQB1, DQB2 e DQB3). Tuttavia solo DQB1 e DQA1 sono espressi, essendo tutti gli altri pseudogeni.

La sottoregione DP consiste di due serie di geni alfa e beta, denominati DPA1, DPB1, DPA2 e DPB2. Questi ultimi due geni sono pseudogeni. I loci DQ e DP non mostrano la variazione nel numero di geni osservata nella regione DR.

Fanno parte della regione HLA di classe II anche i geni DOB e i geni responsabili del processamento e trasporto del peptide antigenico intracellulare: i geni TAP (Transporter Associated with Antigen Processing), LMP (Large Multifunctional Proteasome) e DM (molecola dimerica che promuove l’associazione con le proteine di Classe II). 

Struttura degli antigeni di classe II

Le molecole di classe II, come già introdotto, sono formate da una catena ( e un catena beta. Come le  le catene alfa di classe I, ciascuna catena alfa e beta consiste di tre regioni, una regione extracellulare, una transmembrana idrofobica ed una coda citoplasmatica idrofilica. La regione extracellulare della catena alfa contiene 2 domini, detti 1 e 2 così come la porzione extracellulare della catena beta contiene due domini detti 1 e 2. La regione dove è localizzato il maggior polimorfismo, condensato in cinque zone ipervariabili, corrisponde al primo dominio extracellulare di ciascuna catena (1 e 1). Tale regione forma il sito dove alloggiano i peptidi da presentare alle cellule CD4+. I geni che codificano per le catene alfa e beta includono 4 esoni: il primo codifica per il peptide segnale ed il primo aminoacido della catena., il secondo ed il terzo per il primo (1e 1) ed il secondo (2 e 2) dominio extracellulare mentre l’ultimo per il  dominio transmembrana e la coda citoplasmatica.

Legame delle molecole HLA con peptidi

Nel sito di legame delle molecole appartenenti ad entrambe le classi, si formano delle piccole “tasche” che possono accomodare le catene laterali degli aminoacidi del peptide che si lega (27-28). I residui polimorfici determinano le caratteristiche di ogni singola tasca nelle diverse molecole HLA. Ciascuna molecola HLA può legare una grande varietà di peptidi differenti (promiscuità) che condividono alcune posizioni chiave, di solito due o tre posizioni critiche (motifs), corrispondenti alle tasche polimorfiche di una data molecola HLA (specificità).Tali posizioni chiave vengono comunemente chiamate “residui áncora” e corrispondono, per un peptide formato da nove residui, alle posizioni 2 (P2) e 9 (P9). Altri residui possono contribuire al legame con la molecola HLA, le “áncore secondarie”corrispondenti, sempre in un nonamero, alle posizioni 3 (P3), 6 (P6) e 7 (P7). I residui presenti nelle altre posizioni sono minimamente coinvolti nell’interazione con le tasche delle molecole HLA.

Dato che le cellule T possono riconoscere antigeni solamente nel contesto delle molecole di classe I e II, ne consegue che il “set” di molecole HLA che ciascun individuo possiede determina il repertorio di risposta delle cellule immunocompetenti. Nel ruolo degli antigeni HLA nel determinare la risposta immune in ciascun soggetto risiede probabilmente anche la spiegazione  per cui alcune molecole HLA predispongano allo sviluppo di alcune malattie. 

1.1 Polimorfismo genetico

Come già accennato le molecole HLA di classe I e II sono caratterizzate da un elevato polimorfismo. Originariamente le specificità HLA venivano definite sierologicamente attraverso anticorpi e la nomenclatura di ciascun allele si riferiva alla presenza di comuni regioni ipervariabili (per es. HLA-A1, HLA-DR4, ecc). Ciascuna specificità comprendeva, perciò, molti differenti alleli. Con le recenti tecniche di tipizzazione genomica a più alta risoluzione si è in grado di discriminare le singole differenze nucleotidiche che caratterizzano ciascun allele. La nomenclatura di alleli definiti a livello di DNA consiste del nome del locus seguito da un asterisco e 4 o 5 numeri. I primi due numeri si riferiscono alla precedente nomenclatura sierologica, per es HLA-A*01…, HLA–DRB1* 04... Nella tabella 1 sono riportati alcuni esempi di nomenclatura con particolare riferimento ai termini che varranno utilizzati in questa trattazione.

Al gennaio 2002, sono  stati identificati finora per le molecole di classe I: 197 alleli HLA-A, 475 alleli HLA-B, 114 alleli HLA-C; per le molecole di classe II: 306 alleli HLA DRB1, 22. DQA, 49 DQB, 20 DPA, 96 DPB (dati ottenuti dal sito IMGT-HLA database http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/allele.html ).

1.2 Linkage Disequilibrium e aplotipi estesi

Nella regione HLA si osserva il fenomeno del linkage disequilibrium. A causa di esso  certe combinazioni di alleli a loci HLA sono più frequenti rispetto a quanto ci si aspetti dalle frequenze dei singoli alleli. 

Il linkage disequilibrium è particolarmente evidente per gli alleli ai loci HLA-A, B, C e DR. La possibilità di osservare un linkage disequilibrium così elevato anche tra alleli presenti in loci tra loro molto distanti è una caratteristica di questo sistema genetico. Infatti si può osservare linkage disequilibrium tra gli alleli ai loci HLA-B e HLA-DR che distano tra loro 1,3 Mb.Talvolta il linkage disequilibrium si estende fino al locus HLA-A coinvolgendo un zona complessiva di 2,6 Mb. In un lavoro di Wooword et al (29) è stato dimostrato che la conservazione di un aplotipo particolare, il B8-DR3, può essere esteso per 6 Mb telomericamente rispetto al locus HLA-A.

Generalmente in altre regioni del genoma il linkage disequilibrium si perde già tra marcatori che distano 300 kb, soprattutto se appartengono a geni diversi (30).

Le combinazioni di alleli presenti in ciascun cromosoma ed ereditati in blocco costituiscono gli aplotipi HLA.

Combinando a caso i numerosi alleli ai loci HLA sarebbero possibili migliaia di combinazioni differenti, tuttavia nella popolazione sono stati osservati un numero relativamente piccolo di combinazioni aplotipiche. Sono definiti “aplotipi ancestrali”  o “aplotipi estesi” quegli aplotipi che si trovano invariati nella popolazione essendosi conservati durante l’evoluzione. Gli aplotipi HLA ancestrali o estesi costituiscono degli assetti genetici conservati costituiti da combinazioni particolari di alleli ai diversi loci HLA compresi tra HLA-A e HLA-DQ e includono sequenze polimorfiche aplospecifiche sia nelle sequenze codificanti che in quelle non codificanti. Tali assetti sono presenti in individui non imparentati tra loro e la frequenza di ciascuno di questi assetti varia a seconda della popolazione presa in considerazione. Alcuni aplotipi sono presenti solo in alcune popolazioni mentre altri si trovano in più popolazioni differenti. Gli aplotipi ancestrali rappresentano circa un terzo degli aplotipi presenti nella popolazione; tutti gli altri aplotipi derivano da eventi di ricombinazione tra due o più aplotipi ancestrali diversi, da eventi di ricombinazione più complessi o da introduzione di aplotipi ancestrali caratteristici di altre popolazioni (31).

Ogni aplotipo ancestrale prende il nome dagli alleli presenti ai loci HLA-B e HLA-DR riferendosi alla nomenclatura basata sulla specificità sierologica, per esempio l’aplotipo B8-DR3, B44-DR7 ecc.

Nella tabella 2 sono riportati gli aplotipi estesi più frequentemente osservati nella popolazione italiana utilizzando come marcatori tra le regioni HLA-B e HLA-DR, i microsatelliti TNFa, MICB e MICA (32). Ai fini di questa trattazione mi soffermerò sull’analisi degli aplotipi che portano l’allele DR3 al locus DRB1. Nella popolazione caucasoide si trovano due differenti aplotipi DR3 estesi, l’ aplotipo B8-DR3 e l’aplotipo B18-DR3. L’aplotipo ancestrale B8-DR3 è particolarmente frequente nel Nord dell’Europa mentre l’aplotipo B18-DR3 è molto frequente nelle popolazioni Sarda e Basca. I due aplotipi condividono gli alleli DRB1*03, DQB1*0201 e DQA1*0501 ma  differiscono agli altri loci HLA. Nella figura 3 sono riportati gli alleli presenti agli altri loci in ciascun aplotipo. Nella regione di classe II, l’allele presente al locus DRB3 identifica in modo univoco i due aplotipi DR3: l’aplotipo B8-DR3 porta l’allele DRB3*0101 e l’aplotipo B18-DR3 l’allele DRB3*0202. La loro presenza permette pertanto di identificare i due differenti aplotipi DR3 anche qualora gli aplotipi estesi siano incompleti, a causa di eventi di ricombinazione  avvenuti tra la regione di classe II e quella di classe III. 

Figura 3[image: image1.wmf]Figura 9


L’ aplotipo B8-DR3 sembra unico nella sua associazione con un ampio spettro di malattie che possono essere descritte come condizioni immunopatologiche. L’associazione riguarda sia l’ aplotipo nella sua interezza che singoli alleli quali, ad esempio, HLA-B8 e DR3. Sono state riportate associazioni con il diabete mellito insulino dipendente (IDDM), con la sindrome da immunodeficienza acquisita, il Lupus Eritematoso Sistemico, la miastenia grave ed altri disordini (33-34). Molti geni candidati nell’ HLA hanno la potenzialità di modulare le risposte immuni e infiammatorie, agendo come un comune cofattore in diverse condizioni immunopatologiche. Alcuni studi hanno anche riportato che soggetti sani portatori di questo aplotipo presenterebbero alterazioni della risposta immunitaria, avendo un profilo di secrezione di tipo Th2 alterato (35).

1.3 Associazione HLA – malattie

Le molecole HLA sono state associate ad uno svariato numero di malattie risultanti da un’inappropriata risposta immunitaria.

La lista include più di 500 malattie (36). Per molte di queste l’associazione con HLA è debole e non confermata in tutti gli studi. Per altre l’associazione è così forte che non ci sono dubbi che siano il risultato di un diretto coinvolgimento di uno o più geni dell’ HLA nella patogenesi della malattia. Il meccanismo alla base di tale associazione per molte malattie rimane sconosciuto. Per alcune si è riusciti a determinare che esso risiede nell’interazione tra il prodotto di un particolare allele HLA e l’antigene coinvolto. L’associazione tra una particolare molecola HLA e una malattia autoimmune, viene rivelata in quanto vi è una frequenza significativamente aumentata di un determinato allele HLA nei pazienti rispetto ad una popolazione di controllo normale. Dato l’elevato grado di linkage disequilibrium che esiste tra i vari loci è difficile determinare se l’associazione che si riscontra è dovuta ad un coinvolgimento diretto di quel particolare allele a quel locus, o di un allele ad un altro locus in linkage disequilibrium con il primo, o da una combinazione tra alleli a loci diversi . Tuttavia in alcuni casi è stato possibile individuare l’allele HLA direttamente coinvolto e nell’ambito di questo la sequenza, talvolta anche l’aminoacido, specificamente responsabile. In generale si è visto che l’associazione primaria è con gli alleli di classe II, sia DR che DQ. L’eccezione più rilevante riguarda la spondilite anchilosante per la quale è stata dimostrata l’associazione con la molecola di classe I HLA-B27 (37). In alcuni casi l’associazione è con più di un allele e dal confronto dei diversi alleli associati alla stessa malattia è stato possibile individuare uno o pochi aminoacidi comuni, definiti come epitopo condiviso (shared epitope). Nel diabete, ad esempio, la sequenza che codifica per l’aminoacido 57 di DQB1 risulta particolarmente critica per la selettività del legame con il peptide. Sono associati al diabete quegli alleli che non presentano l’acido aspartico (Asp) in posizione 57 (38).

In altri casi l’associazione è determinata dalla combinazione delle catene  e  che costituiscono l’eterodimero delle molecole HLA-DQ. Sempre nel diabete, il rischio maggiore è rappresentato dalla presenza di almeno un eterodimero DQ che presenti in posizione 57 della catena DQ un amino acido non-Asp e l’arginina nella posizione 52 della catena DQ39. Per la malattia celiaca, come verrà esposto più avanti, la maggior parte dei pazienti presenta l’eterodimero DQ2 formato dalla molecola DQB1*0201 in associazione, in cis o trans, con DQA1*0501 (40).

Nella tabella 3 sono riportate alcune malattie autoimmuni HLA-associate e la forza di associazione per ciascuna, espressa come Rischio Relativo ( RR). 

Il RR è la probabilità che un soggetto, portatore di un dato marcatore, ha di sviluppare una data malattia.

Se RR>1 è più probabile sviluppare la malattia, se RR<1 è meno probabile sviluppare la malattia e se RR=1 la presenza o assenza del marcatore non influenza l’insorgenza della malattia.

Per la spondilite anchilosante il RR è molto alto, indicando che l’allele B27, come sopra già riportato, è primariamente implicato nella malattia. Per altre malattie, quali la  malattia celiaca, la dermatite erpetiforme ed il penfigo volgare l’associazione è meno forte ma probabile. Per malattie quali la sclerosi multipla ed il lupus eritematoso sistemico l’associazione è molto debole rendendo l’associazione primaria poco probabile. Tali dati indicano che molte malattie associate all’HLA sono causate dall’interazione tra molti geni e fattori ambientali e che i geni del complesso HLA molto spesso conferiscono la più forte predisposizione genetica.

Tabella 3

Associazione tra Presenza di Vari Marcatori HLA e Malattie Autoimmuni



Malattia                                              Marcatore HLA                       Rischio Relativo

                                                                 Associato                              della malattia
Spondilite anchilosante                            B27                                            87.4

Artropatia reattiva                                    B27                                            37.0

Artrite reumatoide                                    DR4                                             4.2

Sindrome di Bheçet                                  B51                                              3.8

Lupus eritematoso sistemico                    DR3                                             5.8

Diabete mellito insulino                           DR3                                             3.3

Dipendente ( tipo 1)                                 DQB*0201                                  2.4

                                                                  DR4                                            6.4

                                                                  DQB*0302                                 9.5

                                                                  DR2                                            0.19

                                                                  DRB1*1501 

                                                                  DRB1*0101

                                                                  DQB*0602                                0.15

Malattia di Addison                                  DR3                                            6.3

Malattia di Graves                                    DR3                                            3.7

Malattia di Hashimoto                              DR11                                          3.2

Tiroidite postpartum                                 DR4                                             5.3

Malattia Celiaca                                        DR3                                           10.8

                                                                  DQB*0201                                               

                                                                  DQA*0501

                                                                  DR7,11                                     6.0-10.0

                                                                  DR7, DQB*0201

                                                                  DR11, DQA*0501

Dermatite erpetiforme                              DR3                                            15.9

Sindrome di Sicca                                     DR3                                             9.7 

Miastenia grave                                        DR3                                             2.5

                                                                  B8                                                3.4

Glomerulonefrite idiopatica                      DR3                                           12.0

Sindrome di Goodpasture                         DR2                                           15.9

Sclerosi Multipla                                       DR2                                            4.1

                                                                   DRB1*1501                              

                                                                   DRB5*0101

                                                                   DQB0602              

Penfigo volgare                                         DR4                                           14.4                           

Psoriasi volgare                                          Cw6                                           13.3

Retinocoroidipatia di Birdshot                   A29                                          109.6



Tabella modificata da : Klein et al, New England Journal of Medicine, 14: 782-786, 2000

1.4 Aggregazione familiare e contributo dei geni HLA 

Uno degli aspetti più importanti preliminare allo studio dei fattori genetici coinvolti nelle malattie autoimmuni è innanzittutto quello di valutare il peso quantitativo del gene (o dei geni) HLA interessati e quindi lo “spazio”  relativo  lasciato all’influenza di altri geni. 

Per fare queste stime occorre prendere in considerazione alcuni semplici parametri epidemiologico-statistici. Il parametro fondamentale che viene preso in considerazione è quello chiamato (s  (lambda-esse) che è semplicemente il rapporto tra la prevalenza di una malattia tra fratelli di probandi (Ks) e la prevalenza della malattia nella popolazione generale (K).  Quindi (s = Ks / K. Ad esempio nell’IDDM  la prevalenza nella popolazione è circa 0.4 % e la prevalenza in fratelli di affetti è circa  6 %, per cui (s = 6 / 0.4  = 15. Questo parametro indica il grado di aggregazione famigliare della malattia. Quanto più alto è (s , tanto più è probabile (anche se non sicuro) che la malattia abbia una forte componente genetica. Per confronto, in malattie ereditarie monogeniche i valori di (s sono molto più alti. Ad es. nella fibrosi cistica (s = 500 (41). L’elemento di incertezza è dovuto al fatto che anche fattori ambientali contribuiscono al (s in quanto possiamo ritenere che vari fattori, ad es. dietetici, infettivi ecc. siano più uniformi nell’ambito famigliare. E’ molto difficile stabilire quanta parte del (s sia da attribuire a fattori  genetici e quanta a fattori ambientali. In almeno un caso di malattia con componente autoimmune, cioè nella sclerosi multipla, si è potuto stabilire per mezzo di  studi su adozioni che i fattori genetici sono assolutamente preponderanti nella determinazione della famigliarità. Fratelli di malati adottati da famiglie sane portavano infatti con sè il rischio di malattia della famiglia di origine e non quello della famiglia di adozione (42).  In realtà studi di questo tipo sono difficili da effettuare per ragioni di riservatezza. Per semplicità, nell’esposizione successiva, si considererà il (s  come espressione  solamente di fattori genetici pur tenendo presente la possibilità dell’intervento di fattori ambientali di tipo famigliare.  

Se il (s di una malattia autoimmune rappresenta il ruolo “complessivo”  di vari geni, come si può capire quanta parte del  (s è dovuta all’HLA e quanta ad altri geni?  Per quantificare  il ruolo dell’HLA in termini di  (s si segue l’elaborazione introdotta da Neil Risch  (43)  che in sostanza permette di ricavare il  (s dovuto ad HLA, detto  (sHLA, dall’osservazione di quanti fratelli entrambi affetti dalla malattia  non hanno in comune  nessuno  dei due aplotipi HLA  che hanno ricevuto dai genitori. In  base alle leggi di Mendel, cioè a una distribuzione di tipo casuale,  nel 50% dei casi i due fratelli  dovrebbero avere in comune uno solo dei due aplotipi, nel 25% dei casi entrambi gli aplotipi e nel 25% dei casi nessuno dei due aplotipi.  E’ appunto questo ultimo dato che viene considerato. Intuitivamente, si può capire come quanto più vicina al 25%, cioè al livello casuale,  sarà la  proporzione di fratelli affetti che abbiano  zero aplotipi HLA in comune, tanto minore  sarà l’importanza dell’HLA nel determinare la malattia. Al contrario, se l’HLA gioca un ruolo importante, i fratelli affetti con zero aplotipi HLA in comune saranno pochissimi.  In termini matematici molto semplici, se chiamiamo 0hp la frequenza di fratelli affetti con zero aplotipi HLA in comune, (sHLA = 0.25/ 0hp.  Quindi  il  (s contribuito da HLA sarà come minimo 1  (0.25 / 0.25), nel caso che l’HLA non abbia un ruolo apprezzabile, e sarà invece tanto maggiore di 1 quanto maggiore sarà il suo effetto e quindi meno frequenti i fratelli affetti con 0hp.  Il dato reale osservato nell’IDDM è del 7.3 % di fratelli affetti con zero aplotipi HLA in comune, che dà un (sHLA = 0.25/ 0.073 = 3.42.  Si deve  ora rapportare il (s complessivo, cioè 15 , con il  (sHLA di 3.42.  Per fare questo esistono due possibilità, che corrispondono a due modelli di malattia. Il primo è il modello moltiplicativo, il secondo è il modello additivo.  Secondo il primo modello, i vari fattori genetici interagiscono, ad esempio agendo su diversi passaggi di uno stesso cammino patogenetico. Interazioni di questo tipo fra geni diversi vengono chiamate “interazioni epistatiche”.  In questo caso l’effetto totale sarebbe dovuto al prodotto degli effetti dei vari geni. Nel secondo caso, non vi sarebbe interazione, ed esisterebbero in sostanza diverse malattie simili ma con controllo genetico indipendente (eterogeneità genetica) e l’effetto totale sarebbe la somma degli effetti dei vari geni. Normalmente si ritiene più probabile il primo modello, anche sulla base dello studio di sistemi sperimentali  e i calcoli si fanno normalmente secondo un modello moltiplicativo di malattia, tenendo però sempre presente che questo potrebbe non essere vero in  alcuni o anche in molti casi.  Secondo l’elaborazione di Risch, accettando questo modello, la frazione dovuta ad HLA è x = log (sHLA/ log(s = log 3.42 / log 15, cioè  0.53/1.18 = 0.45. Cioè, approssimativamente, l’HLA sarebbe responsabile per il 45 % circa della famigliarità dell’IDDM. 

In tabella 4 sono riportati i valori relativi all’aggregazione familiare e al contributo dell’HLA in alcune malattie autoimmuni. In realtà i valori relativi all’aggregazione familiare e al contributo dell’HLA riportati in tabella non devono essere interpretati troppo rigidamente in quanto i dati possono variare a seconda del gruppo etnico considerato o in base ai criteri diagnostici. Inoltre, mentre gli studi HLA-malattie autoimmuni, di tipo caso-controllo, sono numerosissimi, sono del tutto scarsi e insufficienti gli studi familiari. I dati, per quanto approssimativi, consentono tuttavia una previsione sulle probabilità di successo nella ricerca di fattori genetici non-HLA in queste malattie. Nel caso della MS ad esempio, si sa che l’aggregazione familiare è dovuta in massima parte a fattori genetici e non ambientali, e la scarsa influenza, dal punto di vista quantitativo dell’HLA lascia molto “spazio” all’intervento di altri fattori genetici. La situazione per il morbo celiaco è invece contrastante se si considerano insieme sia l’aggregazione familiare e il contributo dell’HLA, in quanto la prima risulta più alta che nel caso della MS, ma il secondo è chiaramente preponderante. Per quanto riguarda il lupus, questo presenta situazioni meno favorevoli, l’aggregazione familiare risulta intermedia, ma il contributo dell’HLA è pure quantitativamente ridotto. Il problema maggiore nello studio genetico di questa malattia è probabilmente rappresentato peraltro dalla sua eterogeneità clinica (e forse genetica).

Tabella 4 


    Aggregazione familiare e contributo dell’HLA

Malattia
s
sHLA
Contributo HLA

SCLEROSI MULTIPLA

CELIACHIA

LUPUS ERIT.SIST.

DIABETE TIPO I

ARTRITE REUMAT.

SPONDILITE ANCHIL.
20

27

7.5

15

3.9

12
2.4

5.25

1circa

3.42

1.6

infinito
29 %

50 %

0 %

45 %

34 %

100 %

2. La Celiachia

La celiachia, nota anche come malattia celiaca od enteropatia da glutine, è un’intolleranza alimentare permanente al glutine. Molte caratteristiche la inquadrano come una reazione di ipersensibilità ritardata, altre come malattia autoimmunitaria dove il processo è assolutamente dipendente dalla continua esposizione al glutine. Il glutine è un complesso proteico contenuto in alcuni cereali come frumento, segale, orzo, farro. Un tempo, anche l’avena veniva inclusa tra i cereali “tossici” per il celiaco, ma secondo dati più recenti non sarebbe dannosa se introdotta pura, ovvero non contaminata dal processo di lavorazione con glutine (44). Nelle persone affette da celiachia questi alimenti provocano una reazione auto-immunitaria che danneggia seriamente la mucosa dell’intestino tenue, al quale spetta la funzione di assorbire le sostanze nutritive. Marsh (45) è stato il primo a suggerire la serie di eventi che portano alla progressione della lesione celiaca. L’evento iniziale consiste nell’infiltrazione della lamina propria di un tipo particolare di linfociti, i T gamma-delta (stadio 1).

Segue quindi un’iperplasia delle cripte che precede l’atrofia dei villi intestinali che  causa una drastica diminuzione della superficie d’assorbimento, cui consegue una malnutrizione con arresto della crescita. 

L’eliminazione dalla dieta degli alimenti contenenti il glutine permette di ottenere la completa remissione clinica e abolisce il rischio di sviluppare forme tumorali spesso associate alla malattia.

2.1 Epidemiologia

Considerata fino a pochi anni orsono patologia non comune, la celiachia viene ora  ritenuta una malattia estremamente diffusa, con una prevalenza stimata nei paesi Europei di un soggetto affetto ogni 100-300 individui. La celiachia non risulta, tuttavia, confinata in Europa, essendo anche gli Stati Uniti (46), il Brasile (47), l’ Africa settentrionale (48; 49), il Medio Oriente  (50) e la Nuova Zelanda (51; 52) ugualmente colpiti (anche se con prevalenze differenti). La malattia coinvolge, quindi, più  gruppi etnici (53; 54) anche se nella popolazione Caucasoide si  osserva la maggior prevalenza (55). 

In Italia si stima che la malattia colpisca un soggetto ogni 150 persone (56). Da premettere che la malattia celiaca si può presentare in quattro forme differenti: la forma sintomatica, di cui si tratterà estesamente in seguito, la forma silente e le forme  latenti e potenziali. La forma silente è asintomatica pur presentando il soggetto severi danni alla mucosa intestinale. I celiaci latenti e potenziali presentano una mucosa intestinale normale in corso di dieta contenente glutine. Però, i soggetti latenti spesso sono sintomatici e possono qualche volta nella loro vita presentare danni alla mucosa recuperandone la funzionalità introducendo una dieta priva di glutine. I celiaci potenziali non hanno o non hanno mai avuto una biopsia intestinale compatibile con la malattia celiaca, anche se presentano anormalità immunologiche compatibili con essa (57). Quindi, tenendo conto di un caso ogni 150 soggetti, in Italia i celiaci dovrebbero essere 380 mila, ma ne sono stati diagnosticati solo 35 mila. Ogni anno vengono effettuate cinquemila nuove diagnosi e nascono 2.800 nuovi celiaci, con un incremento annuo del nove per cento (dati trasmessi dall’Associazione Italiana Celiachia). La severità della malattia varia da soggetto a soggetto e può presentare caratteristiche differenti nello stesso soggetto affetto a seconda dell’età. La celiachia può essere ben raffigurata come un “iceberg”, ove la punta rappresenta la forma clinica sintomatica della malattia mentre rimangono “sommersi” tutti i casi asintomatici (sia silenti che latenti) oppure i casi dei soggetti potenzialmente predisposti allo sviluppo della malattia. (Figura 4) 

Le donne sono più frequentemente affette rispetto agli uomini con una frequenza doppia rispetto a quest’ultimi. Più di metà delle donne affette da celiachia soffrono di disturbi della riproduzione e di infertilità: si stima che il 5-7 per cento delle donne non fertili siano celiache non diagnosticate (58). 

2.2 Meccanismo patogenetico

La celiachia è oggi considerata una malattia autoimmune, cioè provocata da una reazione immunitaria "errata" che colpisce i tessuti sani dell’organismo. Nel caso della celiachia, è la gliadina, una frazione del glutine, a scatenare la reazione autoimmune.

2.2.1 Glutine

Il glutine comprende una famiglia di proteine eterogenee che possono essere suddivise in base al loro comportamento in soluzioni alcoliche (59). Le componenti solubili sono chiamate prolamine, termine che riflette la loro caratteristica composizione aminoacidica: alto contenuto di prolina e glutamina. Le frazioni prolaminiche dei differenti cereali sono chiamate gliadina (frumento), secalina (segale), ordeina  (orzo) e avenina (avena). Le proteine insolubili sono invece le gluteline, anche dette glutenine. Il glutine consiste principalmente di prolamine e glutenine. Sebbene le frazioni prolaminiche siano miscele di differenti proteine, le loro composizioni aminoacidiche mostrano una stretto rapporto tra tassonomia e tossicità per il soggetto celiaco. Infatti le gliadine, secaline e ordeine tossiche hanno in comune un contenuto estremamente alto di glutamine (35-37%) e proline (17-23%). Entrambi gli aminoacidi vengono considerati importanti nell’induzione della tossicità.

In base alla loro composizione aminoacidica, al peso molecolare e alle sequenze aminoacidiche, le prolamine e le glutenine sono state classificate in tre gruppi: ad alto (HMW), medio (MMW) e basso (LMW) peso molecolare. Del gruppo a medio peso molecolare fanno parte le ( gliadine,le ( secaline e le C ordeine. Le ( e ( gliadine e secaline e ( ordeine, invece, fanno parte del gruppo a basso peso molecolare. Del gruppo ad alto peso molecolare fanno parte le glutenine, secaline e ordeine aggregate.

Tra tutte le proteine, solamente le gliadine sono state studiate in dettaglio, portando, da principio, alla dimostrazione della tossicità in vivo della A-gliadina, una frazione aggregata delle alfa-gliadine. Studi più recenti in vivo ed in vitro hanno indicato che tutti i principali tipi di gliadine ((-,(-, ( gliadine) producono effetti tossici.

L’identificazione delle sequenze peptidiche coinvolte nella malattia è stato il passo successivo dei principali studi. Esperimenti utilizzanti colture di organo e differenti sequenze aminoacidiche derivanti dalla A-gliadina hanno chiarito che i peptidi corrispondenti ai residui 1-30 e 31-55 risultavano tossici e quelli 56-68 e 247-266 non lo erano. Questi risultati indicavano che il dominio N-terminale delle alfa gliadine era coinvolto nella patogenesi della malattia celiaca. Le sequenze tetrapeptidiche PSQQ e QQQP, presenti in tali posizioni e comuni ai peptidi attivi sono state considerate come sequenze “chiave” per i successivi studi (60). A tutt’oggi, molti studi hanno confermato che i peptidi derivanti dal dominio N–terminale delle alfa gliadine sono responsabili dello scatenamento della malattia celiaca. Le sequenze aminoacidiche contenute nei peptidi agirebbero quali epitopi in grado di scatenare gli eventi immunitari che conducono all’enteropatia, tramite attivazione delle cellule T intestinali. E’ stato provato che l’attivazione è specifica essendo state isolate cellule T reattive contro il glutine  in biopsie del piccolo intestino di pazienti celiaci (61). Le cellule T, però, non riconoscono le proteine native ma peptidi modificati. In particolare, studi in vitro hanno evidenziato che la deamidazione della glutamina ad acido glutamico, che può avvenire quando la gliadina venga enzimaticamente digerita e scaldata a pH bassi, produce il peptide in grado di stimolare le cellule T (62).

In vivo, la deamidazione dei peptidi derivanti dal glutine si riteneva potesse avvenire  esclusivamente nell’ambiente acido dello stomaco, ma recentemente è stato individuato l’enzima che sarebbe responsabile di questa deamidazione: la transglutaminasi tissutale (tTG) (63). 

Questo enzima è espresso in molti differenti organi e tessuti e nel piccolo intestino viene principalmente espresso al di sotto dell’epitelio che riveste la parete intestinale.

Esso è presente nei compartimenti sia intra che extracellulari e nell’ambiente extracellulare agisce nell’assemblaggio della matrice, nell’adesione cellulare e nella guarigione delle ferite. Può essere rilasciato dal compartimento intracellulare a seguito di stress meccanico, infiammazione, infezione o durante apoptosi. La tTG catalizza un cross-linking selettivo e calcio-dipendente e deamida in modo specifico solo alcuni residui glutaminici nelle proteine che lega (64). 

Il sistema immunitario delle persone celiache riconosce il complesso “gliadina-transglutaminasi tissutale” come proteine estranee e produce anticorpi contro di esse. Gli anticorpi diretti contro la transglutaminasi provocano così una reazione immunitaria distruttiva verso tutti i tessuti che la contengono: il più colpito è la mucosa intestinale, ma il danno riguarda anche organi diversi (il sistema nervoso, la cute, i denti, il fegato, il pancreas, ecc.).

Il ruolo dei linfociti T appare cruciale nella cascata di eventi innescati dall’incontro della mucosa intestinale di un paziente celiaco con l’antigene responsabile, la gliadina. Varie osservazioni supportano tale ipotesi:

1. l’infiltrazione della mucosa intestinale da parte dei linfociti T del tipo gamma-delta è la prima manifestazione osservabile nella cascata di eventi patogenetici della malattia (45)

2. nella mucosa intestinale le cellule T vengono attivate in modo “glutine- dipendente” (65)

3. cloni di cellule T “gliadina-specifici” con restrizione DQ sono stati isolati da mucose di pazienti con malattia celiaca in parziale remissione  (66).

Per lo studio dei meccanismi patogenetici sono stati utilizzati modelli in vitro, e tra questi quello che meglio si presta a tali studi è rappresentato dalla cultura di biopsie della mucosa intestinale del paziente celiaco in completa remissione clinica ed istologica in presenza di peptidi della gliadina. In questo sistema dopo sole 24 ore di esposizione all’antigene (un digesto peptico-triptico di gliadina di frumento tenero) la mucosa intestinale va incontro ad una serie di modificazioni immunologiche che riproducono  quanto osservato nel paziente celiaco non trattato e che interessano tutti i compartimenti mucosali. Nella lamina propria si nota un aumento del numero delle cellule mononucleate (linfociti e macrofagi) che esprimono il recettore per l’interleuchina 2 (CD25) e ICAM1; inoltre cellule CD68+ (monociti/macrofagi) esprimono le molecole B7. A livello epiteliale un’aumentata espressione di HLA-DR e recettore per la transferrina (TFR) è presente negli enterociti delle cripte. Infine si osserva una ridistribuzione delle popolazioni cellulari con migrazione di linfociti T verso i compartimenti apicali della mucosa e infiltrazione dell’epitelio di superficie da parte di linfociti T (67) .

Sebbene da un punto di vista strettamente immunologico questo modello in vitro rappresenti una situazione di “risposta secondaria“, e non esamini l’evento primario che induce la sensibilizzazione alla gliadina, resta un modello estremamente interessante in quanto consente di studiare la dinamica della risposta all’antigene nel contesto di una architettura mucosale integra.
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L’isolamento di cloni T non spiega tuttavia la risposta anticorpale elevata che si osserva contro la transglutaminasi tessutale. Recentemente è stato proposto un modello basato sulla capacità delle cellule B di presentare antigeni nel contesto di molecole HLA di Classe II. Le cellule B autoreattive che legano la tTG o il complesso tTG-gliadina presenterebbero ai linfociti CD4+ attraverso le loro molecole di classe II sia le sequenze della gliadina che, anche se meno probabilmente, le sequenze della tTG oppure i peptidi crosslinked. Le cellule T così stimolate dalla gliadina secernono citochine del tipo Th2, come l’IL-4 per permettere l’espansione dei cloni B autoreattivi e la produzione anticorpale (68). (Figura 5)
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[image: image4.wmf]Un importante  legame tra l’attivazione delle cellule T e la trasformazione della mucosa  è stato riportato da Pender et al (69) che hanno utilizzato colture di cellule umane fetali intestinali per dimostrare che cellule T con profilo Th1 rilasciano tumor necrosis factor alfa (TNF-). In questo esperimento il TNF- induce i fibroblasti a secernere le metalloproteasi della matrice (MMP) che causano la distruzione della mucosa mediante la dissoluzione del tessuto connettivo. In questo modello l’inibizione sia del TNF che della metalloproteasi di tipo 3 previene il danno della mucosa, mentre  ciò non avviene  inibendo l’interferon gamma (Figura 6). Inoltre, i fibroblasti attivati della lamina propria rappresentano la principale fonte del fattore di crescita per i cheratinociti, un importante mitogeno epiteliale che correla con l’iperplasia delle cellule epiteliali della cripta che si osserva nei pazienti. 

Figura 6:Modificato da: Schuppan D. Current Concepts of Celiac Disease Pathogenesis.

Gastroenterology 2000;119:234-242

2.3 Sintomatologia clinica 

Le manifestazioni cliniche della malattia variano in rapporto all’età dei pazienti e spesso i quadri clinici sono molto diversi tra di loro.

I sintomi si presentano generalmente nei bambini piccoli, quando vengono svezzati dal solo latte, materno o artificiale, e passano a cibi solidi, glutine incluso. Il quadro clinico classico nei bambini presenta sintomi intestinali tra cui diarrea cronica, dolori e gonfiore addominale, steatorrea (perdita di grassi con le feci); vomito, inappetenza, disidratazione, calo di peso corporeo. Nei bambini il cattivo assorbimento intestinale porta a carenza di ferro e vitamine che determinano rallentamento della crescita, rachitismo e anemia. I sintomi non compaiono finché il bambino non inizia a mangiare cibi contenenti glutine, e regrediscono se viene sospesa la somministrazione della sostanza nella dieta  (70).

Negli adulti, o nei bambini più grandi, la malattia si presenta con sintomi meno tipici, di tipo extraintestinali: debolezza muscolare, anemia, alterazioni cutanee, comparsa di ecchimosi, afte, dolori ossei, tendenza alle fratture, perdita del sangue dal naso, dalle gengive o dall’utero, amenorrea, sterilità, abortività, alopecia, dermatite e altri. Inoltre i pazienti celiaci possono presentarsi pallidi, magri, con addome globoso. Questi sintomi sono però comuni ad altre patologie, e ciò contribuisce a rendere difficile una diagnosi precisa se non ricorrono sintomi intestinali (71).

Anche l’artrite reumatoide (72), l’epatite cronica (73) e l’epilessia con calcificazioni occipitali bilaterali (74) sono state descritte come manifestazioni di esordio della malattia.

Le conoscenze attuali sulla celiachia permettono di classificare la malattia in diverse forme in relazione al quadro clinico. Negli anni 70, si iniziò a considerare l’esistenza di due forme distinte della malattia; la prima venne appunto definita forma “classica”, nella quale compaiono i sintomi tipici del malassorbimento intestinale; la seconda forma venne definita “subclinica” ed è caratterizzata da sintomi minori, transitori e/o extra intestinali (75). 

Nella tabella 5 sono riportati i sintomi che contraddistinguono la forma tipica da quella atipica.

Nella forma “classica”, che esordisce dopo qualche mese dall’introduzione del glutine nella dieta, i sintomi più ricorrenti che la caratterizzano sono diarrea cronica o acuta, addome espanso e globoso, in netto contrasto con la magrezza degli arti inferiori che si presentano particolarmente esili e, come conseguenza del mancato assorbimento intestinale, possono presentarsi un arresto della crescita o addirittura un calo puberale. Molto spesso il bambino affetto da tale disturbo risulta particolarmente legato alla madre e tende a chiudersi in se stesso sino a mimare un quadro di tipo autistico (76). 

A questi sintomi si possono aggiungere dolori addominali, vomito e anemia (77). E’ inoltre importante ricordare che anche nel caso di sintomi classici esistono delle variabili per le quali le lesioni intestinali possono essere di maggiore o minore entità, ovvero interessare tratti di intestino tenue di lungheza variabile.

Nella forma atipica, la celiachia si può manifestare con sintomi extraintestinali quali rachitismo, osteoporosi, alterazioni dello smalto dentario con rischio di perdita dei canini e degli incisivi, ritardo puberale ed infertilità. I sintomi intestinali della forma atipica consistono in una stipsi ostinata, dolori addominali ricorrenti, anoressia (78-79). In seguito si scoprì che i pazienti affetti dalla cosiddetta forma “subclinica” sono in realtà un numero nettamente superiore rispetto a quelli affetti da forma classica.

Tabella 5
Sintomatologia nella celiachia

SINTOMI TIPICI
SINTOMI ATIPICI

· DIARREA

· VOMITO

· DISTENSIONE 

          ADDOMINALE

· PERDITA DI PESO

· PALLORE

· ANORESSIA

· MAGREZZA ARTI

          INFERIORI

· EDEMI

· IRRITABILITA’
· ANEMIA DA CARENZA DI 

          FERRO

· IPOPLASIA SMALTO 

          DENTARIO

· DERMATITE 

          ERPETIFORME

· STIPSI

· DOLORI ADDOMINALI

· AFTOSI RECIDIVANTE

· IPERTRANSAMINASEMIA

·  RITARDO PUBERALE

· BASSA STATURA

· RACHITISMO

· OSTEOPOROSI

· ANORESSIA

· INFERTILITA’

Sintomi gastrointestinali.
· Diarrea: può avere caratteristiche cliniche molto eterogenee a partire da una condizione di periodicità, divenendo continua o alternandosi a periodi di stipsi che talvolta può essere l'unico sintomo intestinale. A volte tale disturbo risulta essere legato a stress emotivi che potrebbero anche portare ad una diagnosi errata.
· Steatorrea: aumento del contenuto di grassi nelle feci, dà luogo a feci cremose, lucenti, schiumose e fetide.
· Dolori addominali: Tale sintomo può dare adito ad una diagnosi errata, facendo pensare ad un intestino irritabile soprattutto se in presenza di distensione addominale. 
· Anoressia: È presente in circa 1/3 dei casi e può essere accompagnata da nausea e vomito, entrambi meno frequenti che nell'infanzia.

Sintomi extraintestinali.

· Anemia da carenza di ferro: Tale sintomo è dovuto ad un danneggiamento del duodeno e della prima parte dell'intestino, parti deputate all'assorbimento di ferro. In alcuni casi tali sintomo è presente anche in pazienti affetti da celiachia subclinica, confermando così che anche in tali soggetti è presente un malassorbimento.
· Osteoporosi: È purtroppo uno dei sintomi più frequenti e la dieta priva di glutine non migliora la condizione ossea; il dolore osseo dovuto a tale condizione clinica può essere scambiato per dolore reumatico anche se la palpazione e la digitopressione accreditano la presenza di osteoporosi.
· Neuropatia periferica mista: Tale disturbo, insieme ad altri di origine neurologica, sono nell'adulto più frequenti per quanto riguarda il sesso maschile. Le estremità risultano deboli, variamente insensibili e presentano tremori e formicolii con distribuzione a "calza" o a "guanto".
· Disordini dell'apparato riproduttivo: tali disturbi sono presenti in entrambi i sessi. Più della metà delle donne affette da celiachia soffre di disturbi del concepimento e della riproduzione, come ritardo dello sviluppo puberale, menarca tardivo, amenorrea, infertilità, aborti spontanei ripetuti, impossibilità di allattamento. Si stima che il 5-7% delle donne infertili siano celiache non diagnosticate. Anche tali disordini sono però reversibili e con una dieta priva di glutine.tendono a normalizzarsi. Nel sesso maschile l'impotenza, la diminuita attività sessuale, le alterazioni della morfologia e della mobilità degli spermatozoi sono più frequenti che nella popolazione generale. 

· Disordini cutanei e degli annessi cutanei: La secchezza cutanea, dovuta a carenza di diverse sostanze, la dermatite erpetiforme, considerata da alcuni una forma particolare di celiachia, unite a diverse forme di lesioni cutanee si ritrovano frequentemente in corso di celiachia. Incanutimento precoce, grado di alopecia variabile e unghie ondulate fanno anch'esse parte dei disturbi provocati dall'assunzione di glutine da parte di un celiaco.

Tra le manifestazioni cutanee vi è la “dermatite erpetiforme” che si presenta con pustole rosse e prurito, solitamente ai gomiti, ginocchia, glutei e tronco. La dermatite erpetiforme può anche presentarsi come unico sintomo e come gli altri sintomi della celiachia regredisce con l’eliminazione del glutine dalla dieta (80). 

2.4 Malattie associate alla CD

La celiachia può essere associata ad altre malattie il cui rischio aumenta con il ritardo della diagnosi; infatti, se non viene instaurata una dieta priva di glutine, la tendenza a sviluppare alcuni tumori (il più frequente è un linfoma delle cellule T che colpisce le cellule nella mucosa intestinale, molto raro nella popolazione tollerante il glutine) o altre malattie autoimmunitarie (diabete mellito di tipo I, tireopatie, connettiviti, malattia di Addison, anemia perniciosa, trombocitopenia autoimmune, artrite reumatoide, tiroidite di Hashimoto) diventa notevolmente più alta rispetto alla media. Circa il 2-4% dei pazienti con diabete mellito insulino-dipendente è affetto dalla malattia celiaca. Nei soggetti diagnosticati dopo i 20 anni il rischio di sviluppare malattie autoimmuni sale al 24%, mentre per i soggetti diagnosticati nei primi anni di vita che eliminano precocemente il glutine dalla dieta diventa del 3-4%, uguale a quello della popolazione generale. Il linfoma intestinale è 20-80 volte più frequente nei celiaci e nelle persone affette da dermatite erpetiforme rispetto al resto della popolazione; gli studi hanno mostrato però che per pazienti che seguano una dieta priva di glutine per più di cinque anni, il rischio verso questo tipo di tumori si riduce fino a diventare uguale a quello della popolazione generale (81-82).

2.5 Diagnosi clinica

Data l’eterogeneità clinica della malattia, la diagnosi deve essere basata sulla patologia dell’intestino tenue, anche se le ultime ricerche stanno sconvolgendo i concetti di eziologia, patogenesi e complicazioni.

La mucosa intestinale della malattia celiaca, quando il glutine è presente nella dieta è caratterizzata da una complessa lesione morfologica duodenale:

1. atrofia parziale o totale dei villi;

2. allungamento delle cripte;

3. aumentato indice mitotico nelle cripte;

4. aumento del numero dei linfociti intraepiteliali (IEL);

5. infiltrazione di plasmacellule e linfociti nella lamina propria;

6. anomalie dell’epitelio, che perde il suo aspetto cilindrico e appare cuboide.

Tuttavia queste lesioni non sono specifiche della malattia celiaca e possono essere riscontrate in altre enteropatie, quali la ipersensibilità ad altre proteine alimentari. E’ pertanto assolutamente indispensabile verificarne la glutine-dipendenza, cioè la regressione dopo eliminazione del glutine dalla dieta.

Inoltre, sono presenti nel siero dei pazienti anticorpi anti-gliadina, anti-reticulina e anti-endomisio (recentemente è stato identificato l’ antigene bersaglio di questi anticorpi  nella transglutaminasi tessutale (83)). Gli alti livelli di IgA circolanti anti–gliadina e anti-endomisio sono un importante elemento diagnostico: in particolare gli anticorpi anti-endomisio hanno una sensibilità e una specificità molto elevate per il paziente celiaco, anche nell’età adulta (84). La determinazione degli anticorpi anti-endomisio è fondamentale per la diagnosi in quelle condizioni in cui la mucosa intestinale, a dieta contenente glutine, non mostra le classiche alterazioni istologiche (celiachia latente). E’ conosciuta, inoltre, come già introdotto, anche una forma silente in cui non si manifestano sintomi clinici, ma sono presenti l’atrofia villare e anticorpi diretti contro l’endomisio.

2.6 Fattori genetici

La celiachia, come altre malattie autoimmuni, non è strettamente ereditaria: quello che si eredita è piuttosto la predisposizione alla malattia. La rilevanza dei fattori genetici nella suscettibilità al morbo celiaco è dimostrata da studi di aggregazione familiare e da studi su gemelli. La celiachia presenta infatti una certa ricorrenza familiare: si calcola che la probabilità che un familiare di primo grado di un celiaco sia egli stesso affetto è di circa il 10-15%. Per quanto riguarda la concordanza tra gemelli, nei monozigoti (MZ) è di circa l’80%, confrontata col 20% nei gemelli dizigoti (DZ) (40).

Uno dei fattori genetici è stato individuato con certezza nella regione HLA: la predisposizione è legata alla presenza di particolari molecole di istocompatibilità (importanti nella risposta immunitaria). Chi eredita particolari alleli dei geni che producono queste molecole risulta predisposto ad avere la celiachia (più precisamente si tratta degli eterodimeri HLA DQ2 o HLA DQ8).

In altre parole:

· chi “non” possiede questi alleli “non” avrà la celiachia. 

· chi li possiede potrà avere o meno celiachia (il 30-40% della popolazione infatti, possiede questi alleli "predisponenti" senza mai sviluppare la malattia).

2.6.1 Associazione con HLA

Una componente genetica ben conosciuta è rappresentata dall’eterodimero codificato dai geni HLA DQB1*0201 e DQA1*0501 (DQ2) ereditati in cis insieme al DR3 o in trans con DR5/7   (85) (Figura 7).
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Figura 7

Tale combinazione è portata da più del 90% dei pazienti celiaci e dal 30-40% della popolazione. I rimanenti casi portano tutti un eterodimero DQ8 formato dall’ associazione delle catene codificate dai geni DQA*0301 e DQB1*0302 .
Come già accennato, è stato dimostrato in vitro il legame prefenziale dell’eterodimero DQ2 ai peptidi derivanti dalle gliadine, dopo la deamidazione della glutamina ad acido glutammico, che può avvenire quando la gliadina venga enzimaticamente digerita e scaldata a pH bassi (62). Il legame e la presentazione alle cellule T CD4+ nella mucosa intestinale di dati peptidi derivati dal glutine da parte delle molecole HLA sarebbe dunque il meccanismo alla base dell’associazione.

Inoltre, come già riportato precedentemente, è stato dimostrato che la transglutaminasi tessutale è in grado di deamidare la gliadina, creando un peptide che si lega piu’efficientemente rispetto alla peptide nativo alla molecola DQ2. La deamidazione produce acido glutamico carico negativamente  rispetto all’ originale glutamina con carica neutra; dato che la molecola DQ2 accomoda preferenzialmente nel suo sito di legame corti peptidi che recano nelle posizioni 4,6 e 7 residui negativi, alcune varianti della gliadina deamidata possono produrre risposte più forti legandosi con maggiore affinità alla molecola HLA di classe II (86-63-87) (Figura 8). Resta da valutare se l’attivazione della transglutaminasi non rappresenti soprattutto una reazione secondaria rispetto alla principale di danno epiteliale causato dalle cellule Th1.
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Figura 8 : Modificato da: Schuppan D. Current Concepts of Celiac Disease Pathogenesis.
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2.6.2 Studi di linkage

Il contributo del sistema HLA nell’aggregazione familiare della malattia è stato stimato essere compreso tra il 35% e il 50% (88; 89), suggerendo la presenza di altri geni non HLA quali fattori di rischio.

Nel tentativo di individuare un gene o più geni non HLA coinvolti in modo più forte nella suscettibilità alla malattia sono stati condotti studi di linkage in tutto il genoma. La disponibilità di marcatori a intervalli regolari su tutto il genoma ha permesso un approccio che, a differenza di quello basato su geni candidati è di tipo sistematico e consiste in un monitoraggio dell’intero genoma (whole genome screening). Per mezzo dell’analisi della trasmissione  in famiglie sia della malattia che dei marcatori, si può determinare se, fra tutti i marcatori, quelli che sono localizzati in una certa regione genomica vengono ereditati insieme alla malattia più frequentemente di quanto atteso per caso. Se ciò si verifica e se i dati sono statisticamente significativi, possiamo ritenere che in questa regione sia presente almeno un gene di suscettibilità alla malattia.

Mentre per l’analisi di linkage delle malattie ereditarie monogeniche il materiale di elezione è costituito da pedigrees complessi, comprendenti casi multipli e distribuiti in più generazioni, nelle malattie multigeniche la bassa penetranza, unita all’assenza di un chiaro modello di trasmissione, rende inefficiente la analisi di linkage classica.  Restringendo invece l’analisi a coppie di fratelli con malattia conclamata, si evitano i problemi di penetranza. Avendo a disposizione anche i genitori, si può stabilire, per ogni marcatore, se i due fratelli hanno ereditato da un genitore lo stesso allele, oppure alleli diversi, secondo lo schema della figura 9 in cui i due alleli, ad es. di un microsatellite, del padre sono indicati con 1 e 2. Se i due fratelli hanno ereditato lo stesso allele (es. allele 1) , si dirà che esso è identico per discendenza (identical by descent = IBD) in quanto è ereditato dallo stesso genitore. Se i genitori non fossero disponibili  potremmo parlare solo di alleli identici per stato (identical by status = IBS).  E’ evidente che se la segregazione (cioè la separazione dei due alleli  passando dal padre ai figli) avviene  in base al caso e non ha niente a che vedere con la malattia,  la probabilità che i due figli abbiano ereditato lo stesso allele è del 50% come pure è del 50 % la probabilità che abbiano ereditato l’uno un allele e l’altro l’altro allele. 

In caso di linkage, ci sarà un aumento delle coppie di fratelli affetti con alleli IBD in comune mentre diminuirà la proporzione di quelli senza alleli IBD in comune.  Supponiamo di esaminare per lo stesso microsatellite molti gruppi famigliari di questo tipo.  In assenza di linkage troveremo che la media di alleli in comune  sarà 0,5  (cioè metà con 0 e metà con 1 allele in comune).  In presenza di linkage ci sarà un aumento di questa proporzione al di sopra dello 0,5 e lo spostamento sarà tanto maggiore quanto maggiore è l’effetto del gene di malattia e quanto più esso è vicino al gene marcatore. 

La probabilità di scoprire loci linked dipende soprattutto dall’intensità dell’effetto patogenetico del gene interessato. Quanto maggiore esso è,  tanto più si rifletterà sul grado di preferenzialità di trasmissione dei marcatori vicini ai membri affetti e , inoltre, esso si estenderà a marcatori anche più lontani. 
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Nella tabella 6 sono riportati i risultati dei principali studi sul genoma riguardanti la malattia celiaca. Si può osservare che diverse regioni, oltre all’HLA, hanno dato valori di linkage positivi. Il primo lavoro (90) svolto su famiglie celiache dell’Irlanda del nord ha mostrato un forte linkage con 6 altre regioni, di cui una in una regione secondaria su 6p. Tuttavia le stesse regioni rianalizzate da Houlston et al (91) e Brett et al (92) sulla popolazione inglese non ha confermato nessuna di queste zone.

Uno studio di Greco et al (93) ha mostrato evidenze di linkage per i cromosomi 5q e 11q; un lavoro successivo dello stesso (94) ha presentato ulteriori prove legate al cromosoma 5q. 

Un recente studio condotto da un gruppo britannico (95) ha confermato il risultato irlandese per il cromosoma 11, avendo rilevato la maggiore significatività per il marcatore D11S914 nella regione 11p11. Infine, Liu et al (96) hanno analizzato famiglie finlandesi trovando evidenze di linkage per la zona 5q31, che mappa 14cM rispetto alla zona risultata positiva negli studi Italiani e moderate evidenze per la regione 7q. 

Scopo del lavoro

Sebbene il contributo del sistema HLA nell’aggregazione familiare della malattia è stato stimato essere compreso tra il 35% e il 50% (88; 89), l’HLA rimane l’unico risultato significativo anche degli screening genomici. Nessun gene non HLA, finora studiato, ha dato risultati convincenti. 

Il mio lavoro è incentrato sullo studio della regione HLA per cercare di individuare possibili fattori di suscettibilità alla malattia celiaca additivi all’ormai ben noto eterodimero DQ2.

La ricerca è stata motivata dall’esistenza di più lavori in letteratura riportanti associazioni con loci HLA diversi da HLA-DQ in studi caso-controllo.

McManus et al (97) hanno studiato i microsatelliti TNFa e b che si trovano nella regione di Classe III in un pannello di pazienti e controlli di origine Irlandese. Essi hanno trovato che l’allele TNFa2, presente con frequenza significativamente  maggiore (p<0,001)  nei pazienti rispetto ai malati,  era associato alla malattia in maniera indipendente da DQ2 .

Un altro gruppo spagnolo (98) studiando tre polimorfismi biallelici presenti  nel promotore del gene TNFa consistenti in una transizione A/G  alle posizioni -308, -238 e -376 (99; 100), hanno rilevato che l’ allele -308A risultava associato alla celiachia. Dato che esso si trova sull’ aplotipo DR3-DQ2, gli autori hanno analizzato se l’associazione fosse dovuta al linkage disequilibrium oppure indipendente da esso. Stratificando per DR3-DQ2 hanno dimostrato che l’associazione era indipendente dal linkage disequilibrim presente e che, quindi, l’allele -308A era in grado di conferire un rischio addizionale nella suscettibilità alla malattia. 

Lie et al (101), in uno studio condotto su pazienti scandinavi DR3-DQ2, hanno dimostrato che un gene presente in posizione telomerica rispetto al locus HLA-A potrebbe agire quale fattore additivo nella suscettibilità alla celiachia.  

Il mio studio è stato focalizzato, in particolare, sull’analisi dell’aplotipo DR3 che presenta in cis gli alleli DQA*0501 e DQB*0202 (DQ2), alleli, come visto, primariamente coinvolti nella suscettibilità alla malattia celiaca. Come già descritto, sull’ aplotipo DR3, ed in particolare sull’ aplotipo B8-DR3,  risiederebbe un maggior rischio di sviluppare  malattie con coinvolgimento immunitario, come se su questo aplotipo esistessero dei fattori modificatori aggiuntivi tali da rendere i soggetti “portatori” più suscettibili a sviluppare questo tipo di malattie (102). Dati in questo senso sono stati riportati per il Diabete Mellito Insulino Dipendente. Robinson et al (103) hanno suggerito la presenza di geni additivi nella regione HLA sugli aplotipi DR3 oltre ai noti geni di suscettibilità HLA-DR e DQ, senza riuscire, tuttavia a identificarli. Un altro lavoro (101), condotto su un grande numero di famiglie norvegesi, danesi e inglesi, ha ipotizzato la presenza di un gene modificatore nella regione HLA di classe I localizzato in posizione telomerica rispetto ad HLA-A.

Nel mio lavoro è stato scelto, pertanto, di studiare marcatori nella regione HLA in famiglie in cui era presente l’aplotipo DR3. 

Sono stati studiati marcatori compresi tra HLA-DR e HLA-A e marcatori situati nella porzione telomerica rispetto al locus HLA-A. Il marcatore più telomerico analizzato è localizzato vicino al gene dell’emocromatosi (HFE), a 4,5 Mb dal locus HLA-A, mentre il marcatore più centromerico è il locus DRB3 che si trova a circa 75 Kb dal locus DRB1. In totale, la regione studiata si estende per circa 8,5 Mb (Fig10).

I marcatori utilizzati, ad eccezione del locus DRB3, sono tutti microsatelliti, variazioni del numero di sequenze nucleotidiche ripetute in tandem. Essi sono molto polimorfici, molto frequenti (circa 1 ogni 6000 nucleotidi) e sparsi in tutto il genoma. Vengono utilizzati nelle analisi di associazione e per la mappatura genica.

Sono stati scelti i microsatelliti TNFa, MICB, MICA, MIB, D6S265, MOGc e D6S2239.

TNFa mappa nella mappa nella regione HLA di Classe III, tra il gene per la linfotossina a (TNFb) e i geni LTB (104) ed è stato scelto perché, come sopra spiegato, un particolare allele (TNFa2) è risultato associato in maniera indipendente da DQ2 nella celiachia.

 Nei geni MICA e MICB, che mappano tra TNF e HLA-B si trovano i due rispettivi microsatelliti omonimi (105;106), localizzati rispettivamente nella sequenza che codifica il segmento transmembrana della molecola MICA (esone 5) e nell’introne 1 di MICB. Essi sono stati scelti perchè sono localizzati in due potenziali geni candidati, espressi principalmente a livello dell’epitelio gastrointestinale. Come precedentemente discusso nell’introduzione, infatti, le molecole da essi codificati vengono specificatamente riconosciute dai linfociti T gamma–delta che infiltrano in numero grandemente espanso la mucosa intestinale dei pazienti. E’ da notarsi che nei casi latenti l’aumento di cellule T (-( rappresenta l’unico fattore diagnostico della malattia (107).

I microsatelliti MIB (108), localizzato in posizione centromerica a circa 25 kb dal locus HLA-B, e D6S265 (109), localizzato anch’esso centromericamente rispetto al locus HLA-A ad una distanza approssimativa di 100 kb, sono marcatori della regione HLA di Classe I.

Il microsatellite MOGc (110), localizzato a monte del sito d’inizio della trascrizione del gene MOG (Myelin Oligodendrocyte Gene), è situato in posizione  telomerica rispetto al locus HLA-F, ad una distanza di circa 100 kb da quest’ultimo ed è stato scelto per valutare la presenza di un eventuale gene modificatore nella regione telomerica rispetto ad HLA-A come proposto da Lie et al nel 1999 (101). Infine, il microsatellite D6S2239 è il marcatore studiato che si trova  nella posizione più telomerica: esso è localizzato vicino al gene responsabile dell’emocromatosi (HFE) a  4.5 Mb di distanza dal locus  HLA-A (111). 

Tali marcatori sono stati analizzati su famiglie con almeno un genitore DR3 positivo comprendenti un figlio affetto da celiachia e i suoi genitori (famiglie simplex) o due figli affetti e i loro genitori (famiglie multiplex).

Per ciascun marcatore è stata analizzata la trasmissione /non trasmissione ai figli affetti degli alleli ai diversi loci marcatori presenti sugli aplotipi DR3. Inoltre è stata ricostruita per segregazione la combinazione aplotipica degli aplotipi DR3 trasmessi/ non trasmessi  in ciascuna famiglia al fine di studiarne la conservazione e valutare l’ eventuale preferenziale trasmissione.

Se il dimero DQA1*0501 e DQB1*0201 che si trova su tutti gli aplotipi dei pazienti celiaci è il solo fattore che spiega la malattia celiaca, ci attenderemmo che tutti gli aplotipi contenenti questi alleli conferiscano un egual suscettibilità alla malattia. In questo caso dovrebbe essere irrilevante per la suscettibilità alla malattia quali alleli siano presenti agli altri loci della regione. Pertanto gli alleli  agli altri loci  dovrebbero essere   presenti con la stessa frequenza negli aplotipi trasmessi e non trasmessi. 

Preliminarmente, ho studiato i microsatelliti MICA e MICB in un campione della popolazione italiana al fine di valutarne il linkage disequilibrium con i loci adiacenti e di caratterizzare più finemente gli aplotipi HLA estesi presenti nella nostra popolazione.

Materiali e Metodi

4.1 Famiglie

Le famiglie utilizzate per questo studio sono state reclutate attraverso la Società Italiana Nazionale di Gastroenterologia (SIGEP), mediante iniziale accertamento della malattia conclamata su un figlio (probando) e  la successiva diagnosi sull’ eventuale fratello. Esse provengono da tutte le regioni italiane. 

La diagnosi è stata effettuata in accordo con i criteri proposti dall’ESPGAN (European Society of  Paediatric Gastroenterology and Nutrition) (112).

Il DNA delle famiglie studiate è stato fornito dal Prof. Luigi Greco del Dipartimento di Pediatria dell’Università Federico II di Napoli, con cui il laboratorio in cui ho svolto la ricerca collabora. Questo lavoro è   parte integrante   del progetto europeo   “Evaluation of the prevalence of the Coeliac disease in the European Population”.

Le tipizzazioni HLA di classe II delle famiglie multiplex sono state fornite dai centri che collaborano a questo progetto (Dott.ssa Vilma Mantovani, Ospedale S.Orsola Malpighi, Bologna e Marie-Claude Babron, INSERM unit, Paris, France).

Sono state studiate 135 famiglie multiplex comprendenti due figli affetti e i loro genitori. Queste famiglie erano caratterizzate dalla presenza in almeno uno dei due genitori dell’ allele DR3.

Le famiglie simplex, comprendenti un figlio affetto con i genitori, non erano ancora state tipizzate per il locus DRB1. Per selezionare le famiglie per la presenza dell’allele DR3 ho condotto una tipizzazione mirata solo all’identificazione di questo allele. A questo scopo ho messo a punto un metodo basato sulla  “primer extension”. Sono state analizzate cento famiglie simplex e, di queste, cinquanta presentavano l’ allele DRB1*03 in  almeno un genitore. 

4.2 Tipizzazione dell’allele DRB1*03

Primer extension 

E’ stato messo a punto un metodo rapido di tipizzazione dell’allele DRB1*03 che utilizza il metodo di primer extension.

Questo metodo permette di discriminare frammenti di PCR contenenti da una a più variazioni nucleotidiche ed  in particolare, la differenziazione di frammenti differenti per un singolo polimorfismo.

In generale, i prodotti di PCR contenenti il polimorfismo vengono trattati con gli enzimi esonucleasi e fosfatasi alcalina per degradare i dNTPs (mediante defosforilazione) e i primers non incorporati durante la reazione di PCR. La reazione viene condotta a 37°C per 20’, seguita da 20’ a 80°C per inattivare gli enzimi. Una volta purificati i frammenti della reazione di PCR, si procede alla reazione di primer extension: il primer che si utilizza deve essere disegnato in modo tale da terminare in corrispondenza dell’ultimo nucleotide prima del polimorfismo che si vuole studiare, di modo che durante la reazione, introducendo gli appropriati deossinucleotidi-dideossinucleotidi, a seconda della variazione presente, il primer viene esteso dall’enzima Thermosequenase, di una o più  basi a seconda  della sequenza presente al sito polimorfico. La reazione viene condotta in un termociclatore con un’iniziale denaturazione a 96°C per 1’, seguita da 50 cicli, a 96°C per 10’’, 43°C per 15 “ e 60°C per 1’. Al termine della reazione si analizzano i campioni su DHPLC, previa denaturazione per la separazione delle semieliche. La DHPLC è in grado di discriminare primers aventi la stessa lunghezza con differenti ddNTPs presenti al 3’ del frammento e primers con differenti lunghezze (113), perché essi presentano tempi di eluizione diversi. I differenti frammenti recanti le due varianti polimorfiche, dopo eluizione, vengono rappresentati in un cromatogramma dove i due alleli sono evidenziati come due picchi distinti.

Nel dettaglio: innanzi tutto bisogna premettere che l’allele DRB1*03 fa parte del gruppo DR52 , insieme agli alleli  DRB1 *11, *12, *13 e  *14 ed essi vengono amplificati tutti insieme utilizzando i seguenti primers:

forward: AMP3  3’ CCGCTGCACTGTGAAGCTCT

reverse: AMPB  3’ CACGTTTCGGAGTACTCTAC

Quindi, per effettuare la reazione di primer extension, ho dapprima cercato sulla sequenza nucleotidica amplificata una posizione in cui ci fosse una nucleotide che identificasse esclusivamente l’allele DRB1*03, ed un altro, nella stessa posizione che identificasse tutti gli altri alleli. Trovato il sito polimorfico, ho disegnato il primer DR3PEX (Cgg AgC ggg TgC GGT), interno alla regione che terminasse proprio prima di tale variazione (T/C). In seguito, è stata seguita la metodica standard sopra descritta.Con tale metodo si è in grado di discriminare l’allele DRB1*03, gli alleli DRB1*03 negativi (DRB1 *11, *12, *13 e *14) e i DR52 negativi (tutti gli altri gruppi). Ovviamente si tratta di una tipizzazione a bassa risoluzione, perché messa a punto solo per identificare l’antigene DRB1*03, i cui principi potrebbero essere potenzialmente applicati per la tipizzazione di tutte le altre varianti alleliche dell’HLA. Nella figura 11 è riportato un cromatogramma in cui sono analizzati i picchi di differenti alleli appartenenti al gruppo DR52 ed in particolare si può apprezzare come si distingue l’allele DRB1*03 dagli altri appartenenti allo stesso gruppo.

4.3 Tipizzazione del locus DRB3

La tipizzazione per il gruppo DRB3 è stata effettuata utilizzando la tecnica PCR- SSO (Polymerase Chain Reaction-Sequence Specific Oligonucleotide), ossia ibridazione con sonde specifiche oligonucleotidiche marcate con Digossigenina (Dig-ddUTP) per una rivelazione immunologica e non radioattiva. 

La regione DRB3 è stata amplificata utilizzando appropriati primers e per l’ibridazione sono state utilizzate sette sonde oliginucleotidiche (Tab.7). Due microlitri del prodotto di PCR sono stati depositati su una membrana di nylon carica positivamente (Hybond N+); sono state effettuate più repliche per ciascun filtro (l’ottimale sarebbe tante repliche quanto il numero di sonde da ibridare). L’amplificato immobilizzato sulla membrana viene poi denaturato con NaOH 0.4M e quindi neutralizzato con SSPE 10%.

Marcatura delle sonde oligonucleotidiche

Le sonde oligonucleotidiche vengono marcate all’estremità 3’ terminale per mezzo dell’incorporazione di un nucleotide (uridina) legato alla digossigenina, un aptene steroideo. Il legame tra i due elementi è rappresentato da un braccio spaziatore che dà origine ad un unico composto dalla Dig-ddUTP che è il marcatore in questione. Questo si lega alla sonda oligonucleotidica durante un’incubazione a 37°C per 15’ nel corso di una reazione enzimatica mediata dall’enzima Terminal transferasi.

Ibridazione 

Le membrane su cui sono stati fissati i prodotti di PCR sono state ibridate con le sonde marcate usate alla concentrazione di 1 pmole per ml di soluzione di ibridazione durante un’incubazione della durata di 2 h e 30’ in una soluzione di ibridazione contenente 50mM Tris-HCl (pH 8), 3 M TMAC (TetraMetil AmmonioCloruro), 2mM EDTA (pH8), 5X Denhardt’s solution, 0,1% SDS. Dopo l’ibridazione sono stati fatti due lavaggi a temperatura ambiente per 10’ in 1x SSPE e 0,1% SDS per rimuovere l’eccesso di sonda e due lavaggi in  soluzione di 50mM Tris-HCl (pH 8), 3 M TMAC, 2mM EDTA (pH8), 0,1% SDS  a temperatura appropriata per rimuovere le sonde legatisi al DNA in modo non del tutto complementare ad altre regioni dell’amplificato e che quindi potrebbero dare dei falsi positivi. Per tutte le sonde la temperatura di ibridazione è 55 °C e la temperatura di lavaggio 58°C. 
Rilevazione delle sonde sui filtri ibridati

Il principio della rilevazione è immunologico e si basa sul riconoscimento, da parte di un anticorpo specifico, del Dig-ddUTP che svolge il ruolo di antigene. All’anticorpo specifico è coniugato un enzima, la fosfatasi alcalina. L’enzima in presenza del  substrato CSPD, un reagente chemiluminiscente, catalizza una reazione in cui il substrato assume una conformazione intermedia instabile per cui tende a raggiungere la stabilità iniziale emettendo luce che impressiona una lastra fotografica. La durata d’esposizione è compresa tra pochi minuti a 1-2 ore.

Tabella 7

Locus DRB3
Sequenza oligo

Primers


DRBAMP52
5’cccagcacgtttcttggagct 3’

DRBAMPB
5’ccgctgcactgtgaagctcta 3’

Sonde


DRB2807
5’gcggtacctggacagata 3’

DRB2808
5,gttcctggagagacactt 3’

DRB2809
5’ttcctggagagatacttcc 3’

DRB3702
5’aaccaggaggagtccgtg 3’

DRB8601
5’aactacggggttggtgag 3’

DRB8603
5’aactacggggttgtggag 3’

DRB3712
5’caggaggagttcgtgcgc 3’

4.4 Tipizzazione dei marcatori microsatellite

I microsatelliti sono stati amplificati secondo la reazione di PCR (Polymerase Chain Reaction) descritta da Saiki et al (114) in un termociclatore Perkin Elmer 9700 con un ciclo protocollo denominato “touchdown PCR”. Tale metodo consiste di una denaturazione iniziale a 96°C, seguita da 20 cicli in cui la temperatura di anneling diminuisce di 0,5°C ad ogni ciclo, partendo da 65°C fino ad arrivare a 55°C. Ad esso seguono 20-30 cicli con una temperatura di annealing di 55°C. La metodica permette di amplificare con lo stesso ciclo primers che presentano temperature di annealing differenti. I marcatori sono stati amplificati in coppie  (tranne TNFa e D6S2223) : MICA con MICB, MIB con MOGc e D6S265 con D6S2239. La reazione di PCR multiplex permette di risparmiare sulla quantità di DNA utilizzato (infatti se ne utilizza la medesima quantità di una reazione per un singolo marcatore), di minimizzare gli errori dovuti a scambio di campioni e da ultimo di velocizzare il lavoro .
Nella tabella 8  sono riportate le sequenze  dei primers utilizzati

Tabella 8

Microsatellite
Forward primer
Reverse primer

TNFaa
Gcctctagatttcatccagccaca
Cctctctcccctgcaacacaca

MICB b
Ctacctccttgccaaacttgctgtttgtg
Aatagccatgagaagctatgtgggggag

MICA c
Cctttttttcagggaaagtgc
Ccttaccatctccagaaactgc

MIBd
Ctaccatgacccccttcccc
Ccacagtctctatcagtcca

D6S265e
Acgttcgtacccattaacct
Atcgaggtaaacagcagaaa

MOGcf
Gaaatgtgagaataaaggaga
Gataaaggggaactactaca

D6S2239 g
Gttggaagcaatggattagatgtcc
Ctacctgccaggaacaatatacac

N.B. Tutti i primers sono riportati dal 5’ al 3’

a) Udalova et al, 1993 (104)

b) Kimura et al, 1999 (106)

c) Mizuki et al, 1997 (105)

d) Grimaldi et al , 1996 (108)

e) Raha-Chowdhury et al, 1995 (109)

f) Roth et al, 1995 (110)

g) Feder et al, 1996 (111)

Per evidenziare i prodotti di PCR si utilizza uno dei due primer marcato con un fluorocromo (TET, FAM e HEX). I prodotti di PCR sono stati poi analizzati su un sequenziatore automatico 373 Applied Biosystem con il programma GeneScan utilizzando come marcatore di peso molecolare interno 500TAMRA. Per ciascun marcatore la tipizzazione è stata eseguita facendo riferimento a linee cellulari con tipizzazione nota. Nella figura 12 è riportato un elettroferogramma in cui è analizzata la trasmissione del microsatellite MICA in una famiglia studiata.

4.5 Analisi Statistica

E’ stata applicata un’analisi di tipo caso-controllo «intrafamigliare» (AFBAC Affected Family-BAsed Controls, (115)) dove l’eventuale associazione con la malattia è valutata confrontando le frequenze degli alleli negli aplotipi trasmessi e negli aplotipi non trasmessi ai pazienti.

E’ stato valutato in primis il possibile “ coinvolgimento totale ” di ogni singolo locus. Quindi sono state valutate  e confrontate le frequenze di trasmissione di tutti gli alleli presenti sugli aplotipi DR3 per ciascun marcatore .

Inoltre, sono state confrontate anche le frequenze di trasmissione di tutti i possibili aplotipi risultanti dalle combinazioni alleliche  ai loci (D6S2239 – MOGc - D6S265 – MIB – MICA – MICB – TNFa – DRB1*03- DRB3 – DQB1*0201 - DQA*0501), ricavati per segregazione dai genotipi dei genitori.

Gli alleli /aplotipi non trasmessi, in questa analisi, rappresentano i “controlli”; gli alleli /aplotipi trasmessi sono invece i “casi”.

L’analisi intrafamigliare permette:

1) di avere omogeneità nei casi e nei controlli

2) di ricavare per segregazione gli alleli /aplotipi trasmessi, e quindi “portatori” della malattia e gli alleli /aplotipi non trasmessi e perciò non coinvolti.

Le frequenze geniche sono state calcolate con il metodo della conta diretta.

L’analisi della diversa distribuzione degli alleli ai loci marcatori sugli aplotipi trasmessi e non trasmessi è stata effettuata eseguendo il test del X2  applicato a  tabelle di contingenza 2xN. 

Per marcatori multiallelici la distribuzione degli alleli negli aplotipi DR3 trasmessi / non trasmessi  è stata confrontata utilizzando il software CLUMP (116). Questo programma è stato messo a punto per stimare la significatività  di tabelle di contingenza 2XN.

La significatività viene ottenuta eseguendo ripetute simulazioni per generare tavole che hanno gli stessi totali di righe e colonne della tavola originale e contando quante volte il valore di X2 associato alla tavola in questione viene raggiunto dai dati simulati in modo casuale. Utilizzando questo approccio i livelli di significatività assegnati non risultano distorti e non si deve tener conto della correzione per il numero di confronti o dei valori attesi piccoli.

Il programma CLUMP origina un valore di X2 “nuovo”. Esso viene prodotto “raggruppando” le colonne in una nuova tabella 2x2 in modo da massimizzare il valore di X2. Il programma produce 4 tabelle e la loro significatività viene valutata vedendo quante volte il valore prodotto eccede quello che si otterrebbe per caso.

Le quattro tabelle sono:

T1: Utilizza la tabella 2xN introdotta dall’utilizzatore del programma. Le tavole 2xm ottenute dalla simulazione vengono limitate a quelle che hanno lo stesso totale di riga e colonna della tabella originale. Il risultato che si ottiene è il numero di volte che una tabella simulata raggiunge un valore di X2 maggiore o uguale  a quello ottenuto dalla tabella originale.

T2: Vengono raggruppate  le colonne che contengono un piccolo numero di casi.

Se una cella ha un valore atteso minore di 5 essa viene sommata alla colonna col valore successivo più piccolo. Questo processo viene ripetuto fino a che ogni cella abbia un valore atteso di 5 o più. Le tavole 2xm ottenute dalla simulazione vengono limitate a quelle che hanno lo stesso totale di riga e colonna della tabella ottenuta con i dati raggruppati. Il risultato che si ottiene è il numero di volte che una tabella simulata raggiunge un valore di X2 maggiore o uguale  a quello ottenuto dalla tabella con le colonne raggruppate.

T3: Viene originata una tabella in cui una colonna della tabella originale viene paragonata con il totale di tutte le altre colonne. In questo modo si testa l’ipotesi che nessuna particolare colonna  abbia delle celle che deviano dai valori attesi. Per ciascuna colonna  tutte le altre colonne m-1 vengono raggruppate in un asola per ottenere una tavola 2X2 e viene utilizzata la colonna che produce il massimo  valore di X2. Le colonne contenenti valori minori di 5 vengono raggruppate con le altre colonne. Operando in questo modo la statistica X2 ottenuta può essere considerata con un solo grado di libertà. Utilizzando le simulazioni proprie di questo programma non è necessario operare la correzione di Bonferroni per il numero di confronti. La simulazione di tavole 2Xm che hanno gli stessi totali di colonna e di riga della tabella originale,il  raggruppamento di ciascuna in tavole 2X2 paragonando una colonna con il totale delle colonne e, infine, l’ utilizzo della  tavola che produce il massimo valore di X2, abolisce l’utilizzo di tale correzione.

T4: Viene originata una tabella raggruppando le colonne della tavola originale per massimizzare il valore di X2.

Le colonne della tabella originale vengono raggruppate come descritto sopra per ottenere il massimo valore di X2. Questo valore risulta più elevato rispetto ad un normale X2 con un grado di libertà.

Gli autori consigliano di utilizzare le statistiche ottenute da T1 e T4. 

La stima empirica del valore di p (con livello di significatività < 0,05) è stata ottenuta effettuando 10000 simulazioni.

4.5.1 Stima del Linkage Disequilibrium

Il linkage disequilibrium (LD) misura l’associazione tra alleli a loci diversi presenti sullo stesso cromosoma. Per esempio, supponiamo che A è l’allele presente al locus 1 e B quello presente al locus 2 e che le loro frequenze siano rispettivamente  fA e fB . Se i due loci sono indipendenti, ci aspetteremmo che l’aplotipo AB compaia alla frequenza pari a fAfB. Se la frequenza nella popolazione dell’ aplotipo AB è invece più alta rispetto ad essa, significando che particolari alleli tendono ad essere osservati insieme, si dice che i due loci sono in linkage disequilibrium. 

La significatività statistica del valore di linkage disequilibrium (D) tra due alleli a loci differenti è stata calcolata utilizzando tavole 2x2 come proposto da Mattiuz et al  (117). Il valore massimo che D (Dmax) può avere dipende fortemente dalla frequenza allelica. Per eliminare la dipendenza dalla frequenza allelica è stato utilizzato il valore D’ ( D’= D /Dmax ), in accordo con Lewontin (118). D’= 1 corrisponde al completo disequilibrium.

Risultati

5.1 Analisi degli alleli dei microsatelliti MICA e MICB in aplotipi estesi HLA in un campione della popolazione Italiana.

Preliminarmente a questo lavoro sulle famiglie celiache, ho studiato il linkage disequilibrium tra gli alleli dei microsatelliti MICA e MICB ed i polimorfismi presenti agli altri loci HLA in un campione della popolazione Italiana. Tale studio mi ha permesso di identificare quali alleli MICA e MICB sono inclusi nei principali aplotipi HLA estesi traendone informazioni utili per il successivo studio sugli aplotipi  nella celiachia.

Sono stati tipizzati per i microsatelliti MICA e MICB 133 soggetti sani provenienti da tutta Italia, ad esclusione della Sardegna, di cui 32 selezionati per la presenza di specifici aplotipi HLA estesi. I soggetti erano stati precedentemente caratterizzati per Classe I con tipizzazione sierologica e per Classe II con tipizzazione genomica e, inoltre, tipizzati per il microsatellite TNFa.

Per gli alleli del microsatellite MICA è stata utilizzata la nomenclatura proposta da Mizuki et al (105) basata sul numero di triplette di cui consiste ciascun allele. Sono stati riportati 5 alleli ( 4, 5, 5.1, 6 e 9). La variante 5.1 ha 5 ripetizioni ma presenta l’ inserzione di una base che  provoca uno slittamento della cornice di lettura con la formazione di un codone di stop. Anche per MICB è stata utilizzata la nomenclatura proposta da Kimura et al (106) basata sul numero di ripetizioni (CA)n. Da ciò l’allele con il minor numero di ripetizioni è denominato MICB14 e quello con il maggior numero MICB28.

Sono state determinate le frequenze degli alleli dei microsatelliti MICA e MICB  nella popolazione Italiana (Tab.9). Per MICA sono stati riscontrati tutti gli alleli descritti da Mizuki et al, ma non è stato rilevato l’allele consistente di 10 ripetizioni recentemente identificato (119). Gli alleli MICA 5.1 e MICA 6 sono risultati essere i più frequenti (rispettivamente 31.6% e 27.2%). Per MICB sono stati osservati gli alleli MICB con 19 e 26 ripetizioni (non presenti nella popolazione giapponese per prima studiata) mentre gli alleli MICB 27 e 28 non sono stati osservati. Gli alleli più frequenti sono risultati quelli con 14 (18.4%), 15 (17.9%) e 17 (12.4%) ripetizioni.

E’ stato, quindi, valutato per ciascun allele il linkage disequilibrium (D) con gli alleli ai loci HLA-B, TNFa e DRB1. MICA ha mostrato un’associazione particolarmente forte con HLA-B, dimostrata dalla presenza di sette associazioni alleliche con  contemporaneamente p>0.001 e D’>0.7. Le combinazioni sono: MICA4–B18, MICA5-B62, MICA5.1-B7, MICA5.1-B8, MICA6-B51, MICA9-B39 e MICA9-B57. Un’ associazione altrettanto forte è stata osservata solo in due altri casi, uno  tra MICA e TNFa  (MICA4-TNFa1) e uno tra MICA e MICB (MICA5.1-MICB24). (Tab.10)

Nel caso del microsatellite MICB sono state evidenziate sei forti associazioni con HLA-B (p<0.001 e D’<0.7): MICB14-B14, MICB15-B52, MICB17-B7, MICB18-B13, MICB22-B57 e MICB24-B8. Anche con TNFa sono state osservate 6 associazioni alleliche e, più precisamente tra MICB14 e TNFa1, MICB15 e TNFa4, MICB15 e TNFa13, MICB17 e TNFa11, MICB18 e TNFa7, MICB24 e TNFa2. (Tab.11)

Da ultimo, sono state dedotte le più frequenti combinazioni aplotipiche di HLA-B, MICA, MICB,TNFa e DR, considerando quali alleli ai differenti loci venivano preferenzialmente condivisi da individui selezionati per la presenza di un dato allele HLA-B. E’ stata seguita una procedura che prevede più passaggi di selezione. Dapprima i campioni sono stati selezionati per la presenza di un dato allele HLA-B; quindi i campioni selezionati venivano suddivisi in base agli alleli MICA condivisi; gli individui che avevano in comune un dato allele MICA venivano ancora selezionati in base agli alleli MICB e così via (dati non mostrati). Unendo i risultati ottenuti attraverso quest’ultima analisi con le informazioni ottenute dalla valutazione del linkage disequilibrium e con le precedenti conoscenze sugli alleli presenti in vari aplotipi estesi B-DR (120;121) è stato possibile includere gli alleli MICA e MICB nei principali aplotipi conservati Caucasoidi. (Tab.2)

I risultati indicano che specifiche combinazioni di alleli appertenenti ai microsatelliti MICA e MICB sono distribuite nei differenti aplotipi ancestrali e che possono essere utilizzati per la loro caratterizzazione.

In particolare, è stato possibile distinguere i due differenti aplotipi DR3-DQ2, i quali portano alleli dei microsatelliti TNFa, MICB e MICA differenti. L’aplotipo B8-DR3 è identificato dalla combinazione TNFa2-MICB24-MICA5.1 e l’ aplotipo B18-DR3 e caratterizzato dalla combinazione TNFa1-MICB14-MICA4.

5.2 Analisi dei marcatori  nelle famiglie celiache

Le famiglie selezionate per la presenza dell’allele DR3 in almeno un genitore sono state tipizzate per i marcatori D6S2239, MOGc, D6S265, MIB, MICA, MICB, TNFa, e  DRB3. Sono state studiate 135 famiglie multiplex e 50 famiglie simplex per un totale di 690 soggetti.
Per ciascuna famiglia sono stati ricostruiti gli aplotipi dalla segregazione famigliare ed è stata valutata la frequenza di ciascun allele appartenente ai microsatelliti analizzati negli aplotipi DR3 trasmessi e non trasmessi.

Sono stati considerati trasmessi o non trasmessi quelli, rispettivamente, trasmessi o non trasmessi a tutti gli affetti.

Pertanto:

a) per le famiglie multiplex (costituite da 2 figli affetti e i loro 2 genitori) è stata considerata la trasmissione o non trasmissione degli aplotipi DR3 ad entrambi i figli malati.

b) per le  famiglie simplex (costituite dal paziente e i suoi 2 genitori), è stata valutata la trasmissione o non trasmissione degli aplotipi DR3 al probando.

5.2.1 Raccolta dei dati 

Al fine di rendere più chiara la trattazione, indicherò  i diversi passaggi che hanno condotto all’analisi dei dati. 

1) Ho preparato un database riportando tutte le famiglie studiate con i loro componenti e le relative tipizzazioni HLA di Classe II. Per rendere più facile l’immissione dei dati è stato seguito sempre lo stesso schema per ciascuna famiglia. Per entrambi i gruppi di famiglie è stato seguito l’ordine corrispondente a padre, madre e probando; in più nelle famiglie multiplex  è stato aggiunto il  secondo figlio affetto. A mano a mano che le tipizzazioni per ogni singolo marcatore venivano ultimate, sono stati immessi i dati, fino ad ottenere per ogni famiglia i genotipi completi.

2) Completate le tipizzazioni per tutti i marcatori sono stati ricavati per segregazione gli aplotipi trasmessi  e non trasmessi per ogni singola famiglia. Gli aplotipi ottenuti sono stati definiti col numero d’identificazione della famiglia accompagnati da una lettera: gli aplotipi derivanti dal padre portano le lettere “a” oppure “b” e quelli derivanti dalla madre le lettere “c” oppure “d”. A questo punto è stata determinata la trasmissione degli aplotipi ai pazienti. Nel caso di famiglie multiplex, quando un aplotipo veniva trasmesso ad entrambi i figli, esso veniva indicato come  T,T, quando non veniva mai trasmesso NT,NT e quando veniva trasmesso ad uno ma non all’altro, T,NT (Tab.12). Per le famiglie simplex gli aplotipi  trasmessi sono stati  indicati con T e quelli non trasmessi con NT.

3) Una volta ricavate tutte queste informazioni è stato creato un nuovo database comprendente tutti gli aplotipi trasmessi (T,T e T)  e non trasmessi  ( NT,NT e NT) ottenuti dalle famiglie simplex e multiplex. Da questo database, infine, sono stati selezionati solo gli aplotipi DR3 trasmessi e non trasmessi, i quali sono stati  utilizzati per  compiere l’intera analisi che seguirà nella trattazione. 

In totale, sono stati inclusi  154 aplotipi DR3 di cui 75 T,T; 49 T; 15 NT,NT e 15 NT. 

4) Per ogni locus è stata valutata la frequenza dei diversi alleli negli aplotipi DR3 trasmessi e non trasmessi ( tabelle 14,15,16,17,18,19,20,21)

 5) Il database creato contenente tutti gli aplotipi DR3 trasmessi o non trasmessi  appartenenti sia a famiglie multiplex che simplex è stato infine analizzato al fine di determinare se qualche combinazione di alleli ai diversi loci fosse  preferenzialmente trasmessa rispetto ad altre e se gli aplotipi DR3 trasmessi fossero differenti da quelli non trasmessi.

Tabella 12




D6S2239
D6S2239
MOGc
MOGc
D6S265
D6S265
MIB
MIB
MICA
MICA
MICB
MICB
TNFa
TNFa
DRB1
DRB1
DRB3
DRB3
DQB1
DQB1
DQA1
DQA1

G

E
Padre
187.1
108
110
132
144
126
130
326
350
5_1
6
15
24
2
13
*02
*03
*0101

*06
*0201
*01
*05

N

O
Madre
187.2
108
110
122
130
122
126
326
336
5_1
5_1
17
20
10
11
*11
*13
*0202
*0301
*0301
*06
*05
*01

T

I
Figlio1
187.3
108
108
122
144
126
126
326
350
5_1
5_1
20
24
2
10
*03
*13
*0101
*0301
*0201
*06
*05
*01

P

      I
Figlio2
187.4
108
110
130
144
122
126
336
350
5_1
5_1
17
24
2
11
*03
*11
*0101
*0202
*0201
*0301
*05
*05

A

P
T,T
187a
108

144

126

350

5_1

24

2

*03

*0101

*0201

*05


L

      O
NT,NT
187b

110

132

130

326

6

15

13

*02



*06

*01

T

I
T,NT
187c
108

122

126

326

5_1

20

10

*13

*0301

*06

*01


P

I
NT,T
187d

110

130

122

336

5_1

17

11

*11

*0202

*0301

*05

In tabella sono riportati  i genotipi  e gli aplotipi di una famiglia multiplex  DR3 positiva. In ordine, per riga, sono stati inseriti i membri della famiglia identificata come numero 187: padre (187.1), madre (187.2), probando (187.3) e secondo figlio affetto (187.4). In questa famiglia è il padre che porta l’allele DRB1*03. Nelle righe sottostanti ai genotipi sono stati ricavati gli aplotipi trasmessi dai genitori ai figli. L’aplotipo del padre (187a) viene trasmesso ad entrambi i figli (T,T), mentre la madre trasmette l’aplotipo 187c ad uno e il 187d all’altro figlio. L’ aplotipo 187a trasmesso ad entrambi i figli è  un aplotipo DR3 ed entrerà a far parte dell’analisi finale.

5.3 Analisi della distribuzione totale delle frequenze alleliche dei singoli marcatori tra aplotipi DR3 trasmessi e aplotipi DR3 non trasmessi.
Per prima cosa è stata confrontata la distribuzione di tutti gli alleli di ogni marcatore negli aplotipi DR3 trasmessi e negli aplotipi DR3 non trasmessi. Questa analisi è stata condotta mediante l’utilizzo di tavole 2XN utilizzando il software “CLUMP”, le cui caratteristiche sono state spiegate nel capitolo “Materiali e metodi”. Per tale analisi sono stati utilizzati i dati complessivi ottenuti dalle famiglie multiplex e dalle famiglie simplex. In tabella 13 sono riportati i risultati del test.

Tabella 13


T1



T4


X2
p*

X2
p*

LOCUS






D6S2239
2.3
0.48

2.1
0.47

MOGc
8.7
0.55

4.6
0.65

D6S265
3.4
0.64

2.1
0.70

MIB
25.9
0.014

20.7
0.0085

MICA
9.3
0.046

8.2
0.037

MICB
19.8
0.032

10.4
0.11

TNFa2
16.8
0.080

11.0
0.083








* Stima empirica del valore di p (con livello di significatività < 0,05) ottenuta effettuando 10000 simulazioni.

Sono riportate le statistiche ottenute dalle tabelle T1 e T4, che gli autori del programma consigliano di utilizzare. Brevemente: 

T1: il programma utilizza la tabella 2xN introdotta dall’utilizzatore. 

T4: Il programma produce  una tabella 2X2 raggruppando le colonne della tavola originale per massimizzare il valore di X2.

Per i marcatori D6S2239, MOGc, D6S265 e TNFa la distribuzione degli alleli presenti negli aplotipi DR3 trasmessi e non trasmessi non appare distorta in quanto sia i p ottenuti dalla tabella T1 che quelli ottenuti  dalla tabella T4 non raggiungono la significatività statistica.

Per i marcatori MICA e MIB i valori ottenuti in entrambe le statistiche indicano una distorsione nella trasmissione totale degli alleli negli aplotipi DR3. Il microsatellite MICB, invece, ha mostrato un risultato discordante nelle due tabelle: nella tavola T1 si ottiene un valore significativo di p (p= 0.032), mentre nella statistica T4 il p ottiene un valore  pari a 0.11. Questo risultato indica che la distribuzione della tabella 2XN per il microsatellite MICB è al limite della significatività statistica.

5.4 Analisi della trasmissione degli alleli di ciascun microsatellite negli aplotipi DR3

Per identificare gli alleli responsabili della distorsione osservata, per ciascun  marcatore  sono state confrontate le frequenze dei singoli alleli negli aplotipi DR3 trasmessi e non trasmessi.

Nella tabelle 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21  sono riportate per ogni marcatore le frequenze dei diversi alleli negli aplotipi DR3 trasmessi e non trasmessi nel pannello di famiglie simplex, multiplex e nel pannello risultante dalla loro unione.

Microsatellite D6S2239

Nel nostro pannello sono stati osservati 4 alleli, espressi come numero di basi (bp) , il più piccolo della lunghezza di 106bp ed il più lungo di 112bp.

Nelle famiglie simplex si nota un aumento della trasmissione dell’ allele 106  mentre, nelle famiglie multiplex, la trasmissione di tale allele risulta significativamente diminuita, risultando invece preferenzialmente non trasmesso. Nel pannello risultante dalla somma dei due precedenti si può notare che l’allele 106bp viene preferenzialmente non trasmesso, ma la differenza di frequenza di trasmissione vs quella di non trasmissione non raggiunge la significatività statistica. Per gli altri alleli non sono state evidenziate deviazioni nella trasmissione.

Microsatellite MOGc

Il microsatellite MOGc è molto polimorfico con un totale di 14 alleli finora pubblicati (110). Nel nostro pannello ne sono stati identificati 11, in quanto tre di questi  (gli alleli 124 bp, 142 bp e 146 bp) non sono stati osservati. Non è stata osservata alcuna distorsione della trasmissione statisticamente significativa per nessun allele  in nessun gruppo di famiglie.

Si è notato un aumento della trasmissione dell’ allele 148 nelle  famiglie   multiplex  

e nel pannello derivato dalla somma delle famiglie multiplex con le simplex. L’ allele 130 bp invece mostra una preferenziale non trasmissione  in tutti e tre i gruppi, osservazione però, come già detto, non statisticamente significativa. 

Microsatellite D6S265 

In letteratura sono stati descritti sei alleli, tutti osservati  anche nella nostra casistica (109). Gli alleli  analizzati sono compresi in un intervallo che varia tra 122 bp e 132 bp. L’ allele più frequentemente osservato risulta  essere il 126 bp, il quale però non mostra preferenzialità di trasmissione o non trasmissione. Infatti, esso mostra  pressoché la stessa frequenza nel gruppo dei trasmessi come dei non trasmessi (simplex + multiplex: 55.3 %T vs 53.6% NT). L’ allele 122 viene  preferenzialmente non trasmesso in tutti e due i pannelli, ma la differenza non è significativa. Gli alleli 130 e 132 mostrano un comportamento duplice  nei due gruppi di famiglie: nelle famiglie simplex mostrano una preferenziale non trasmissione, mentre nelle multiplex una preferenziale trasmissione: dato discordante spiegabile col fatto che gli alleli non trasmessi sono in numero ridotto.

Microsatellite MIB

Per il microsatellite MIB sono stati osservati 12 alleli rispetto ai 14 evidenziati da Grimaldi et al che per primi lo hanno studiato (108). Il più piccolo ha una lunghezza pari a 326 basi ed il più grande 354.

Nelle famiglie simplex l’allele MIB350 presenta una preferenzialità nella trasmissione, infatti  viene trasmesso  21 volte su  43 alleli trasmessi (48.8%) e non trasmesso 2 volte su  14 alleli non trasmessi (14.3%), differenza statisticamente significativa con un p= 0.048. Lo stesso orientamento si osserva nelle famiglie multiplex dove su 73 alleli trasmessi 38 sono MIB350 (52.1%) e su 14 non trasmessi, lo sono in 3 (21.4%). Tale  variazione nella trasmissione non raggiunge però la significatività.  Nel pannello  totale l’ allele MIB350 viene  trasmesso  59/116T (50.9%) e non trasmesso   5/28 NT ( 17.9%), con un p= 0.0032.

Nella tabella si nota anche un’altra evidente distorsione a carico dell’allele MIB348, ma in senso opposto alla precedente osservazione. Esso risulta più frequentemente non trasmesso in tutte e due le casistiche. Per gli altri alleli non si evidenziano trasmissioni / non trasmissioni preferenziali degne di nota.

Questi risultati spiegano che i valori T1  ( p= 0.014) e T4 (p=0.0085), ottenuti dall’ analisi della distribuzione totale delle frequenze alleliche tra alleli trasmessi e alleli non trasmessi, sono da attribuirsi alla preferenziale trasmissione / non trasmissione degli alleli MIB350 e MIB348.

Microsatellite MICA

L’ allele 5.1 mostra un aumento della trasmissione rispetto alla non trasmissione in tutte e due le casistiche raggiungendo la significatività statistica nel pannello delle famiglie multiplex (p= 0.047) e nel pannello ottenuto dall’ unione dei due gruppi (p= 0.012). Tutti gli altri alleli, tranne l’ allele 9,  mostrano una tendenza a non essere trasmessi;  tuttavia le differenze non sono statisticamente significative. 

Anche in questo caso la trasmissione preferenziale dell’allele MICA 5.1 spiega la significatività ottenuta nell’ analisi della distribuzione totale delle frequenze alleliche ( T1: p= 0.046   T4: p= 0.037 )
Microsatellite MICB

Dei 13 alleli finora descritti ne sono stati osservati 11, essendo gli alleli 16 e 19 assenti in questa casistica. La frequenza di trasmissione dell’allele MICB24 risulta aumentata nei due pannelli, raggiungendo la significatività nel pannello totale (p= 0.037). L’allele MICB15 mostra invece una tendenza alla non trasmissione nei due gruppi di famiglie: nelle famiglie simplex  e nel pannello ottenuto dalla somma dei due pannelli la differenza è statisticamente significativa (p= 0.008 e p= 0.003, rispettivamente). I due risultati vanno in direzioni opposte e spiegherebbero i valori al limite della significatività statistica ottenuti con le statistiche T1 e T4.

Microsatellite TNFa 

Per il microsatellite TNFa è stata mantenuta la nomenclatura proposta da  Udalova et al (104) per cui l’ allele più piccolo (99bp) prende il nome di allele 1 e così via fino all’ allele più lungo, l’allele 13 (123 bp).

L’allele 2 ha mostrato di essere il più frequente nei due pannelli di famiglie e si è osservata una tendenziale preferenza alla trasmissione anche se non statisticamente significativa. Anche per l’allele 5 si nota una tendenza  alla trasmissione preferenziale anch’ essa però non significativa.

Il locus DRB3

Gli alleli al locus DRB3 determinanti per la discriminazione dei due differenti aplotipi DR3 sono stati analizzati su entrambi i gruppi di famiglie.

I due alleli DRB3*0101 e DRB3*0202 si comportano in maniera opposta. L’allele DRB3*0101  viene di preferenza  trasmesso in entrambi i gruppi  di famiglie   mentre  

DRB3*0202 viene preferenzialmente non trasmesso. Tali differenze non raggiungono però la significatività statistica ( p=0.059).

Da evidenziare è il fatto che l’allele DRB3*0101, che risulta più frequentemente trasmesso,  è il marcatore dell’aplotipo B8-DR3.

5.5 Analisi degli aplotipi DR3 trasmessi e non trasmessi
L’analisi incentrata sugli aplotipi si basa sul presupposto che se DQ2 è l’unico fattore predisponente alla malattia celiaca e nessun altro locus della regione HLA agisce come fattore additivo alla suscettibilità ci attenderemmo che tutti gli aplotipi recanti l’ eterodimero conferiscano un eguale rischio di sviluppare la malattia.

Se, al contrario, altri loci agiscono in aggiunta ad esso ci aspetteremmo che particolari aplotipi DQ2 recanti tali fattori vengano trasmessi con maggiore frequenza ai pazienti e che gli stessi mantengano un dato assetto aplotipico negli aplotipi trasmessi rispetto ai non trasmessi.

L’ esame dei singoli marcatori commentata nel paragrafo precedente può essere utile  per  trarre  iniziali informazioni da utilizzare in questa analisi. Nella figura 13 è riportato un istogramma riportante gli alleli più frequentemente trasmessi ai pazienti.

Compiendo un esame approfondito  di questi risultati  ci si è resi  conto che gli alleli che vengono trasmessi con frequenza maggiore sono quelli caratteristici dell’ aplotipo B8-DR3. Infatti, l’allele DRB3*0101, come più volte rimarcato è l’allele marcatore di questo aplotipo esteso, così come la combinazione allelica TNFa 2, MICB24 e MICA 5.1 (32). Per quanto riguarda il locus MIB, informazioni sulla possibile associazione tra gli alleli di questo microsatellite e gli alleli ai due loci ad esso adiacenti, TNF e HLA-B sono ricavabili da  uno studio svolto su un campione di popolazione francese basca e su un pannello di linee cellulari omozigoti (108). In questo lavoro sono state evidenziate associazioni molto forti tra alcuni degli alleli ai tre loci. In particolare, l’ associazione più frequentemente osservata riguarda proprio la combinazione di alleli TNFa 2-MIB350- HLAB8 che è caratteristica dell’ aplotipo B8-DR3. 
Per il microsatellite D6S265 non ci sono informazioni in questo senso, mentre per il microsatellite MOGc  l’ allele 122, che nel nostro pannello risulta più frequentemente trasmesso, dai dati in letteratura non risulta far parte dell’ aplotipo B8-DR3. Invece,  nel lavoro dove veniva per la prima volta descritto il microsatellite MOGc, è l’allele MOGc148, che nel nostro pannello risulta essere il secondo allele più frequentemente trasmesso,  ad essere stato associato a questo aplotipo (110). L’ aplotipo esteso B8-DR3 risulta, comprende, quindi, i seguenti alleli:
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Sulla base di queste informazioni, ho analizzato, inizialmente, il mantenimento dell’assetto aplotipico completo dell’ aplotipo B8-DR3 nelle famiglie studiate.

Per effettuare questo studio ho utilizzato il database contenente tutti gli aplotipi DR3 trasmessi e non trasmessi ricavati sia dalle famiglie multiplex che simplex. 

Sono stati selezionati, a passi successivi, gli alleli di interesse per ogni microsatellite, partendo da quello più vicino al locus DRB1, ovvero TNFa. Perciò sono stati  selezionati tutti gli aplotipi DR3 che fossero TNFa2. Tra questi sono stati poi scelti quelli che fossero anche MICB24, e così via, fino a completare i marcatori tipici dell’ aplotipo. 

Nella tabella 22 è riportato l’esempio di un passaggio intermedio di selezione degli aplotipi B8-DR3. Sono indicati gli aplotipi sia trasmessi che non trasmessi selezionati per la presenza degli alleli TNFa2, MICB24 e MICA5.1. Passi successivi sono stati quelli di caratterizzare gli stessi aplotipi anche per la presenza di MIB 350 (evidenziato in azzurro), poi di D6S265 (giallo)e infine MOGc148 (rosso). Per il microsatellite D6S2239, per cui non è chiaro quale sia l’allele caratteristico dell’aplotipo, non sono stati riportati i dati.

Dopo questa selezione sono stati contati gli aplotipi B8-DR3 e valutata la loro conservazione per gli alleli ai diversi loci, per testare se qualche zona della regione HLA veniva mantenuta costante negli aplotipi trasmessi rispetto ai non trasmessi. La conservazione fino ad un dato locus  indicherebbe che nella regione compresa questo locus e i loci DQ e DQ potrebbero risiedere uno o più fattori di suscettibilità additivi che vengono trasmessi insieme a quest’ultimo.

Tabella 22



D6S2239
MOGc
D6S265
MIB
MICA
MICB
TNFa
DRB1
DRB3

NT
s40d
106
148
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

NT,NT
190a
106,110
148
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

NT,NT
27c
108
132
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

NT,NT
65b
106
122
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T
s24d
108
130
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T
s39c
106
148
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T
s44d
106
148
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T
s49c
110
148
126
330/350
5.1
24
2
*03
*0101

T
s52a
110
148
132
350
5.1
24
2
*03
*0101

T
s57d
106
148
130
350
5.1
24
2
*03
*0101

T
s75c
108
122
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T
s76b
108
122
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T
s76d
108
122
128
350
5.1
24
2
*03
*0101

T
s100c
106
138
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T
s103a
110
136
122,128
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T                                       
100c
108,110R
148
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
136c
110
148
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
139a
110
X
126,130
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
140a
108
122
132
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
149c
110
122
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
155c
110
148
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
161c
108
122
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
181a
108
148
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
184a
110
122
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
187a
108
144
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
190d
106,110
148
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
191a
106
122
X
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
191c
110
130
X
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
193c
110
148
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
195c
106,110?
132
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
201b
110
130
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
203c
106
148
126
336,350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
210b
X
128
126,132
X
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
213c
110
148
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
214c
110
148
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
222a
110
148
126
352
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
223a
108
148
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
223c
108
148
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
224c
108,110
148
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
45c
108
130
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
58a
108
136
126,128
352
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
60c
106
132,148
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
61d
108
132,144
126,130
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
65a
110
126
130
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
69c
108
148
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
70c  
112
130
130
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
84d
108,110
148
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
91b
110
122
122
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
7c
110
130
130
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
8a
106
130
122
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
26b
110
130
126
350
5.1
24
2
*03
*0101













Nella figura 14 sono riassunti i risultati di questa analisi. In alto è riportato l’aplotipo B8-DR3 esteso con gli alleli che lo caratterizzano. Ogni segmento indica la conservazione degli aplotipi fino a ciascun allele caratteristico. La tabella di  destra riporta quanti aplotipi trasmessi e quanti aplotipi non trasmessi sono conservati fino a quel dato microsatellite e il valore di p relativo al confronto tra gli aplotipi trasmessi e non trasmessi.

Si può osservare che gli aplotipi B8-DR3 trasmessi sono significativamente più conservati   rispetto agli aplotipi non trasmessi, infatti mantengono la combinazione aplotipica fino a MIB350 che si trova nella regione di classe I, vicino al locus HLA-B (46/124 T vs 4/29 NT, p=0.028). La differenza di conservazione ha valori massimi a livello dell’ allele MICB24 (53/124T vs 4/29NT, p=0.007), comincia a scemare da questo punto in poi, fino a iniziare a perdersi nella regione ove risiede il microsatellite D6S265, situato centromericamente rispetto ad HLA-A.

Anche per l’altro aplotipo esteso  DR3, il B18-DR3 è stata effettuata  un’analisi analoga. Innanzitutto sono stati individuati gli alleli caratteristici dell’aplotipo. Anch’essi sono stati ricavati  da informazioni presenti in letteratura (ove possibile, v.di aplotipo B8-DR3) e sono:




Nella tabella 23 è riportato il database con tutti gli aplotipi DR3 selezionati per DRB3*0202, il marcatore più centromerico rispetto a DR3 tra quelli studiati. Si può osservare che gli aplotipi sono molto eterogenei, portando essi una grande varietà di combinazioni alleliche. L’ aplotipo esteso B18-DR3 può essere riconosciuto in 8 aplotipi DR3 trasmessi (colorati di giallo) e 3 aplotipi non trasmessi (evidenziati in azzurro). Gli aplotipi B18-DR3 trasmessi e non trasmessi non sembrerebbero diversi gli uni dagli altri, mostrando tutti una conservazione dell’ aplotipo che si estende fino al microsatellite MIB. Interessante è  la presenza di un aplotipo che nello studio preliminare svolto sulla popolazione di controllo non era stato identificato. Questo aplotipo è formato dagli alleli TNFa5-MICB23-MICA5.1, è rappresentato otto volte  e porta al locus MIB  principalmente gli alleli 350 o 352 e sempre l’allele MOGc122 . Esso viene sempre trasmesso non essendoci alcun aplotipo non trasmesso, tuttavia questa differenza non è statisticamente significativa.

Tabella 23



D6S2239
MOGc
D6S265
MIB
MICA
MICB
TNFa
DRB1
DRB3

T,T
216c
110
138
126
326
4,6
14,17
2,11
*03
*0202

T,T
28c
106
140
126
326
5.1,6
18
7
*03
*0202

T,T
3c
106
130
122,126
350
5,6
14
6
*03
*0202

T,T
208b
X
X
122,126
X
6
14
1
*03
*0202

T
s35d
106
134
126
326
4
14
1
*03
*0202

T,T
4a
108
138
126
326
4
14
1
*03
*0202

T
s16c
110
130
122
326
4
14
1
*03
*0202

T,T
140c
106
136
126
326
4
14
1
*03
*0202

T,T
188a
108
132
130
326
4
14
1
*03
*0202

T,T
19c
106
138
126
326
4
14
1
*03
*0202

T,T
84a
108,110
132
130
326
4
14
1
*03
*0202

T,T
9c
106
138
126
326
4
14
1
*03
*0202

T,T
6c
110
130
126
350
4
14
10
*03
*0202

T,T
12c
110
130
130
346
4
15
4
*03
*0202

T,T
57c
108
122
132
350
4
26
10
*03
*0202

T,T
74c
110
148
126
326
5
23
X
*03
*0202

T,T
177b
106
130
124
350
5
25
5
*03
*0202

T
s63a
106
132
132
326
5
X
5
*03
*0202

T
s104c
106
130
130
350
5,5.1
23
5
*03
*0202

T
Gem17a
108
138
126,132
336,344
5.1
18,22
7
*03
*0202

T
s77a
110
130
126
348
5.1
17
11
*03
*0202

T
s46a
108
130
126
330
5.1
18
4
*03
*0202

T,T
160c
110
132
130
348
5.1
21
3
*03
*0202

T
s81d
110
130
126
352
5.1
23
5
*03
*0202

T,T
10d
108
140
128
336
5.1
23
2
*03
*0202

T
s18a
108
122
132
350
5.1
23
5
*03
*0202

T
s19a
108
122
126
350
5.1
23
5
*03
*0202

T,T
222c
106
122
128
352
5.1
23
5
*03
*0202

T,T
226b
110
122
132
352
5.1
23
5
*03
*0202

T,T
25a
108
122
126
352
5.1
23
5
*03
*0202

T,T
284c
108
122
128
354
5.1
23
5
*03
*0202

T,T
49a
110
130
122
340
5.1
23
X
*03
*0202

T,T
35d
108
138
126
336
5.1
24
2
*03
*0202

T,T
212c
X
X
X
X
5.1
25
2
*03
*0202

T,T
26c
106
122
130
330
6
14
2
*03
*0202

T
s73c
110
130
126
338
6
14
5
*03
*0202

T
Gem16c
106,110
136,138
126,128
340
6
14
5
*03
*0202

T,T
200a
108
122
130
342
6
14
5
*03
*0202

T,T
224a
108,110
132
130
338
6
14
5
*03
*0202

T,T
81c
108
134
126
342
6
14
5
*03
*0202

T
s60d
106
122
132
336
6
18
7
*03
*0202

T
s105d
110
122
132
326,350
6
18
7
*03
*0202

T
s42b
108
134
130
336
6
18
7
*03
*0202

T,T
46c
110
122
130
326
6
18
7
*03
*0202

T
s14d
106
122
126
338
6
18
8
*03
*0202

T
s10a
110
122
132
326
6
18
X
*03
*0202

T
s37d
110
148
126
348
6
20
2
*03
*0202

T,T
283b
108
134
130
348
6
21
5
*03
*0202

T,T
56d
110
130
122
336
6
23
10
*03
*0202

T
s45d
106
122
132
346
9
15
X
*03
*0202

T,T
186d
110
130
122
348
9
17
10
*03
*0202

T,T
34d
108
122
130
X
9
17
11
*03
*0202

T
s48d
110
132
132
330
9
21
6
*03
*0202

T
s129d
106
134
126
342
9
22
5
*03
*0202

T
s105b
106
130
126
332,336
9
22
6
*03
*0202

T
s7b
106
136
128
346
9
22
2
*03
*0202

T,T
76d
108
130
126
348
9
24
8
*03
*0202

T
s129b
108
130
126
348
9
25
11
*03
*0202

T,T
33b
106
136
128
346
9
25
2
*03
*0202

T
s43b
108
132
122
348
9
26
11
*03
*0202

T
s83c
106
144
126
336
X
24
2
*03
*0202

T,T
11a
108
138
126
336,342
X
X
X
*03
*0202

NT
s50a
110
122
132
348
6
15
4
*03
*0202

NT,NT
140d
106
138
128
326
4
14
1
*03
*0202

NT,NT
173a
106
138
126
326
4
14
1
*03
*0202

NT,NT
34c
106
X
126
X
4
14
1
*03
*0202

NT,NT
215a
108
134
126
326
4
14
2
*03
*0202

NT
s42a
108
130
130
346
4
15
4
*03
*0202

NT
s109a
106
122
128
346
4
21
2
*03
*0202

NT,NT
81b
110
130
122
348
5
15
10
*03
*0202

NT
s53c
108
144
126
334
5
15
X
*03
*0202

NT
s27a
110
132
132
348
5
24
5
*03
*0202

NT
s50d
110
130
122
352
5.1
23
6
*03
*0202

NT,NT
227a
106
130
122
330
5.1
24
X
*03
*0202

NT
s82c
106,110
132
130
348
6
14
6
*03
*0202

NT,NT
19a
110
134
126
338
6
14
5
*03
*0202

NT
s53a
108
130
126
344
6
15
13
*03
*0202

NT
s43a
110
144
126
348
6
17
10
*03
*0202

NT
s108b
108
148
126
334
6
23
10
*03
*0202

NT,NT
89a
106
122
X
348
6
23
2
*03
*0202

NT,NT
221b
110
122
126
344
9
22
2
*03
*0202

NT
s73d
110
130
122
332
9
25
10
*03
*0202

Nell’esame della trasmissione degli alleli ai singoli loci, due alleli, MICB15 e MIB 480, erano risultati preferenzialmente non trasmessi ai pazienti celiaci con una differenza statisticamente significativa, facendo ipotizzare un loro possibile ruolo protettivo nello sviluppo della malattia. Tali osservazioni spingono ad andare a verificare su quali aplotipi essi si trovano per analizzare se esiste qualche analogia tra essi.

Tabella 24


D6S2239
MOGc
D6S265
MIB
MICA
MICB
TNFa
DRB1
DRB3

140d
106
138
128
326
4
14
1
*03
*0202

173a
106
138
126
326
4
14
1
*03
*0202

34c
106
X
126
X
4
14
1
*03
*0202

215a
108
134
126
326
4
14
2
*03
*0202

s50d
110
130
122
352
5.1
23
6
*03
*0202

27c
108
132
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

s15a
X
X
X
X
5.1
(15,18)?
4
*03
X

s81c
108
130
126
350
5.1
23
2
*03
*0101

45d
106
130
122
330
5.1
24
10
*03
*0101

s40d
106
148
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

190a
106,110
148
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

65b
106
122
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

227a
106
130
122
330
5.1
24
X
*03
*0202

s109a
106
122
128
346
4
21
2
*03
*0202

s42a
108
130
130
346
4
15     
4
*03
*0202

s53c
108
144
126
334
5
15
X
*03
*0202

s42a
108
130
130
346
4
15     
4
*03
*0202

81b
110
130
122
348
5
15
10
*03
*0202

s50a
110
122
132
348
6
15
4
*03
*0202

s82c
106,110
132
130
348
6
14
6
*03
*0202

197d
106
130
128
348
6
14
6
*03
*0101

s43a
110
144
126
348
6
17
10
*03
*0202

89a
106
122
X
348
6
23
2
*03
*0202

s27a
110
132
132
348
5
24
5
*03
*0202

177d
106
122
126
348
9
20
2
*03
*0101

s108b
108
148
126
334
6
23
10
*03
*0202

s18d
108
126
132
332
6
14
2
*03
X

19a
110
134
126
338
6
14
5
*03
*0202

221b
110
122
126
344
9
22
2
*03
*0202

s73d
110
130
122
332
9
25
10
*03
*0202

Nella Tabella 24 sono riportati tutti gli aplotipi DR3 non trasmessi ed evidenziati gli alleli MICB15 e MIB 480. Tutti gli aplotipi, tranne due,  che portano questi alleli recano l’allele DRB3*0202. MICB15 e MIB 480 si trovano insieme sullo stesso aplotipo in due casi, ma agli altri loci  non presentano alleli in comune (grigio), se non l’ allele DRB3*0202. In 5 casi MIB 348 si trova associato con l’allele MICA6, e in due di questi condividono anche gli alleli MICB14 e TNFa6, essendo, però discordanti nell’allele presente al locus DRB3. Gli altri aplotipi hanno una composizione molto eterogenea. 

 5.6 Il “test dei genitori omozigoti” (the homozygous parent test) applicato al pannello di famiglie celiache.

Un altro metodo per testare il possibile coinvolgimento di altri geni HLA diversi dal locus DQ è il test dei genitori omozigoti (103), in grado, come l’analisi finora svolta, di eliminare problemi di associazione spuria legati alla stratificazione della popolazione e di eliminare l’effetto dovuto al linkage disequilibrium fortemente presente nella regione HLA. Questo test include nell’analisi di trasmissione solo le famiglie in cui almeno un genitore sia omozigote per i geni HLA coinvolti nella malattia (DR3-DQ2). Dei due aplotipi DR3 presenti nel genitore omozigote sicuramente uno verrà trasmesso al paziente e l’altro non verrà trasmesso. Quale dei due aplotipi sarà trasmesso al malato non è influenzato da eventuali interazioni in trans con l’aplotipo trasmesso dall’altro genitore. Si elimina così qualsiasi effetto dovuto al genotipo del paziente. Il limite di questo test, però, è che vengono utilizzati solamente alcuni dati delle famiglie (ovvero solo i genitori omozigoti) e quindi si richiede di accedere ad un numero enorme di famiglie tipizzate per poter raggiungere una casistica di dimensioni adeguate. Nel nostro campione generale di famiglie sono state selezionate 16 famiglie in cui almeno un genitore era omozigote per gli alleli DR3-DQB*0202-DQA*0501.

Nella tabella 25 sono riportati gli aplotipi trasmessi e non trasmessi ai figli celiaci derivanti da questi soggetti.

Gli aplotipi dei genitori omozigoti sono stati suddivisi in due gruppi, gli aplotipi trasmessi ad almeno uno dei figli affetti e gli aplotipi mai trasmessi. Sono stati così identificati  24 aplotipi trasmessi e  8 aplotipi mai trasmessi. 

Nei due gruppi sono state confrontate le frequenze di trasmissione per gli alleli a ciascun locus. Anche in questo pannello si osserva un aumento nella trasmissione degli alleli facenti parte dell’ aplotipo B8-DR3, ma la differenza di frequenza tra aplotipi trasmessi e non trasmessi  non raggiunge la signicatività statistica. Purtroppo  in questa analisi il numero di aplotipi non trasmessi è talmente esiguo da rendere problematica la possibilità di vedere una differenza.

   Tabella 25



d6s2239
MOGc
d6s265
MIB
MICA
MICB
TNFa
DRB1
DRB3

NT,NT
140d
106
138
128
326
4
14
1
*03
*0202

NT,NT
34c
106
X
126
X
4
14
1
*03
*0202

NT
s42a
108
130
130
346
4
15
4
*03
*0202

NT
s81c
108
130
126
350
5.1
23
2
*03
*0101

NT,NT
45d
106
130
122
330
5.1
24
10
*03
*0101

NT,NT
65b
106
122
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

NT
s43a
110
144
126
348
6
17
10
*03
*0202

NT
s73d
110
130
122
332
9
25
10
*03
*0202













T,NT
219b
110
122
132
334
6
18
2
*03
*0101

NT,T
23b
106
134
128
350
4
14
5
*03
*0202

T
s81d
110
130
126
352
5.1
23
5
*03
*0202

T,NT
196c
106
X
126
350
5.1
23
2
*03
*0101

T,T
65a
110
126
130
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,T
45c
108
130
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,NT
185c
110
148
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,NT
202b
110
148
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,NT
212a
X
X
X
346,350
5.1
24
2
*03
*0101

T,NT
70a
110
148
130
350
5.1
24
2
*03
*0101

NT,T
178b
106
122
128
350
5.1
24
2
*03
*0101

NT,T
185d
106
122
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

NT,T
196d
108
X
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

NT,T
70b
108
122
126
350
5.1
24
2
*03
*0101

T,NT
178a
110
122
130
326
5.1, 6
18
7
*03
*0202

T,NT
23a
110
132
130
344
9
17
10
*03
*0202

T,T
140c
106
136
126
326
4
14
1
*03
*0202

NT,T
202a
110
144
126
326
5
21
5
*03
*0202

T
s73c
110
130
126
338
6
14
5
*03
*0202

NT,T
219a
110
122
132
334
6
18
1
*03
*0101

T
s42b
108
134
130
334
6
18
7
*03
*0202

T,T
34d
108
122
130
X
9
17
11
*03
*0202

NT,T
212b
X
X
X
346,350
9
21
2
*03
*0202

T
s43b
108
132
122
348
9
26
11
*03
*0202

5.7 Distribuzione degli alleli ai loci studiati nei genotipi dei pazienti celiaci.

I pazienti celiaci appartenenti sia alle famiglie simplex che multiplex sono stati suddivisi in base al loro genotipo.

Sono stati, così, selezionati:

45 (16.9 %) pazienti con genotipo DR3/DR3, 114 (42.8%) pazienti DR3/DR7, 9 (3.4%) pazienti DR3/DR4, 51 (19.1%) pazienti DR3/DR11 o DR13 e 47  (17.7%)                                                                   pazienti DR3/X ( X= DR1,2,6,8,9,10).

E’ stata valutata, quindi,  la distribuzione degli alleli ai loci considerati negli aplotipi DR3 trasmessi ai pazienti con genotipi differenti e confrontata la frequenza di trasmissione nei diversi genotipi. In questa analisi non è stata evidenziata una differenza nella trasmissione degli alleli ai diversi loci marcatori ed in particolare degli alleli MIB350, MICA5.1 e MICB24 appartenenti agli aplotipi B8-DR3 nei gruppi di genotipi differenti (dati non mostrati). Essi risultano egualmente distribuiti nei diversi genotipi.

Discussione

I dati presentati in questa tesi sono a favore di un’associazione positiva tra gli alleli MICB24, MICA 5.1 e MIB350 e la malattia celiaca. Essi giacciono, adiacenti, nella regione HLA di classe I, MICB in posizione più centromerica e MIB più telomerica, a 25 Kb dal locus HLA-B.

Cosa  significa realmente un dato positivo di associazione tra un allele ed una malattia ?  

L’associazione si può verificare per tre ragioni:

4. si può avere associazione se un allele A è realmente implicato nella malattia. Generalmente l’allele di suscettibilità A non è necessario né sufficiente per lo sviluppo della malattia, ma aumenta la probabilità che essa si verifichi. In questo caso ci si attende che la stessa associazione venga riscontrata in tutte le popolazioni, a meno che le cause della malattia non varino da una popolazione all’altra (122);

5. si può avere associazione anche quando l’allele A non è direttamente implicato nella malattia ma è in linkage disequilibrium con il vero gene causale. Dato che il linkage disequilibrium raramente si estende oltre 1 cM si ha associazione solo se il marcatore è molto vicino al gene coinvolto. Il linkage può innalzarsi in una popolazione quando si verificano due situazioni:

· la maggior parte dei fenotipi malattia sono dovuti a mutazioni ancestrali che hanno colpito il locus implicato nella malattia;

· il marcatore (allele A) era presente in uno di quei cromosomi ancestrali e si trova così vicino al gene che causa la malattia che l’associazione non è ancora stata diluita dalla ricombinazione durante la storia della popolazione; il linkage disequilibrium è di conseguenza più facilmente riscontrabile tra le popolazioni giovani ed isolate (Sardi, Finlandesi, Baschi…) (41);

6. un’associazione positiva può anche derivare da artefatti dovuti a eventuali disomogeneità nella popolazione. Per esempio le persone con malattia e quelle senza malattia possono far parte casualmente di sottogruppi geneticamente differenti della stessa popolazione, e per coincidenza possono differire anche per quanto riguarda la frequenza dell’allele A interessato. Questo fenomeno, chiamato “stratificazione della popolazione”, impone un’accurata scelta degli individui da studiare, tale che tra pazienti e controlli non vi siano disomogeneità genetiche di base.

Lo studio di famiglie condotto in questo lavoro ci permette di scartare la possibilità che i nostri risultati derivino da un artefatto perché gli alleli/aplotipi di controllo derivano dai genitori (sani) dei pazienti e quindi appartenenti alla stessa popolazione.

Scartata quest’ipotesi, si può ragionevolmente ipotizzare che siano gli alleli stessi MICB24, MICA 5.1 e MIB350 ad essere direttamente o indirettamente implicati quali possibili fattori additivi di suscettibilità allla malattia celiaca.

I microsatelliti MICA e MICB si trovano nei rispettivi geni che potrebbero avere un ruolo nella patogenesi della malattia. Infatti MICA e MICB, come già introdotto, sono principalmente espressi nell’epitelio gastrointestinale e potrebbero funzionare quali ligandi riconosciuti da un sottotipo di cellule T (Tpresenti nel compartimento intraepiteliale intestinale. Molti studi hanno fornito informazioni per un ruolo funzionale del recettore NKG2D nel riconoscere MICA su cellule NK, Te recentemente cellule T CD8+ (123).

Il pattern di espressione di MICA e MICB e la distribuzione di queste cellule correla con lo stadio di trasformazione della mucosa. Infatti, il reclutamento delle cellule CD8+ e Tè una caratteristica distintiva della malattia celiaca ed esse  potrebbero partecipare alla distruzione della mucosa. Ciò potrebbe essere correlato con l’induzione dell’espressione delle molecole MIC sulle cellule epiteliali intestinali la quale può essere innescata da meccanismi cellulari di stress, infezioni o infiammazione. In particolare, la variante MICA5.1 contiene l’inserzione di un nucleotide che causa la formazione di un codone di stop portando alla formazione di una molecola mancante del dominio intracitoplasmatico e, quindi,  non ancorata alla cellula epiteliale. Le molecole con questa variante sarebbero solubili e potrebbero svolgere un ruolo diretto nello sviluppo della malattia.

Recentemente, Lopez-Vazquez et al (124) hanno dimostrato in uno studio caso -controllo che l’allele MICA5.1 è associato con la forma asintomatica della malattia, indipendentemente dalla sua associazione con l’aplotipo B8-DR3. Essi ipotizzano che la molecola solubile MICA5.1 potrebbe proteggere dallo sviluppo della forma sintomatica bloccando o inibendo il riconoscimento e la distruzione degli enterociti da parte delle cellulu CD8+ e Tattivate. 

Anche nel nostro pannello di famiglie sono presenti pazienti con entrambe le presentazioni della malattia quindi ho potuto verificare  se  fosse presente nei pazienti asintomatici  una differente distribuzione dell’allele MICA 5.1 rispetto ai pazienti sintomatici. Ho identificato 153 pazienti sintomatici e 92 pazienti asintomatici (il doppio dei pazienti, per entrambi i gruppi,  studiati nel lavoro di Lopez - Vazquez) e contato in ciascun gruppo quante volte fosse presente MICA5.1. Il confronto della distribuzione dell’ allele MICA5.1 nei due gruppi di pazienti  non ha dato però risultati statisticamente significativi in quanto in entrambi i gruppi viene trasmesso con una frequenza pressochè identica (65% asintomatici vs 63% sintomatici).

L’associazione con l’allele 350 del marcatore MIB, invece, non può essere attribuita ad un ruolo diretto in quanto MIB non è localizzato in alcun gene. Esso sarebbe, quindi, in linkage disequilibrium con il o i  geni additivi causali che potrebbero essere, centromericamente, gli stessi MICA e MICB o telomericamente qualsiasi altro gene presente nella regione di classe I a funzione nota o ancora ignota. Si potrebbe trattare degli stessi geni classici di Classe I (HLA-B e HLA-A), oppure di qualche gene con funzione correlata alla risposta immune o che codificano per molecole implicate nel funzionamento dell’ intestino (per esempio HCGI, espresso nella mucosa duodenale).

In conclusione, questo studio conferma la presenza di fattori di suscettibilità additivi alla malattia celiaca presenti sull’ aplotipo B8-DR3. Su di esso si trovano gli alleli MICB24, MICA5.1 e MIB350 preferenzialmente trasmessi ai pazienti. Inoltre, l’analisi della conservazione di tale aplotipo ha mostrato che esso tende ad essere conservato proprio fino al locus MIB, localizzato a 25 kb da HLA-B. Gli aplotipi non trasmessi, invece,  sono molto più “rotti” e la loro conservazione ridotta. Questo dato indica che eventuali fattori di suscettibilità additivi sono localizzati nella regione HLA di Classe I.

Tale risultato è in accordo con le conclusioni di in un lavoro su famiglie finlandesi (125). Gli autori hanno studiato la trasmissione degli alleli di diciotto microsatelliti (alcuni in comune con quelli da me studiati) presenti nella regione compresa tra il locus DPB1 (centromerico rispetto a DRB1) e D6S276 (localizzato a  6Mb in posizione telomerica rispetto ad  HLA-A) in 13 famiglie che presentavano almeno un genitore omozigote per DQ2. Gli aplotipi trasmessi presentavano ai diversi loci gli alleli caratteristici dell’aplotipo B8-DR3 e mostravano conservazione fino al microsatellite MOGc. Gli aplotipi non trasmessi portavano combinazioni alleliche molto eterogenee. In particolare, gli aplotipi non trasmessi differivano da quelli trasmessi per gli alleli dei microsatelliti vicini ai loci  HLA-A e HLA-B. Gli autori concludono che esisterebbe almeno un altro gene additivo di suscettibilità presente nella regione HLA di Classe I. La popolazione finlandese ben si presta a questi studi sugli aplotipi perché essa è caratterizzata da un forte effetto fondatore dovuto alle dimensioni limitate della popolazione fondatrice e all’origine recente (XVI secolo) associata ad una rapida crescita (126). Gli eventi di ricombinazione avvenuti nella popolazione finlandese sono stati certamente minori rispetto alla nostra popolazione e quindi gli aplotipi tendono ad essere più conservati.

Anche Lie et al (101) hanno suggerito la presenza di un fattore additivo presente nella regione HLA di Classe I. Essi hanno svolto uno studio caso-controllo sulla popolazione norvegese e scandinava selezionando i soggetti per la presenza in omozigosi dell’allele DR3. Casi e controlli sono stati tipizzati per microsatelliti localizzati nella porzione telomerica della regione HLA. Essi hanno osservato che l’allele di un microsatellite, il D6S2223 localizzato a 2.5 Mb da HLA-F, era associato negativamente alla malattia celiaca sugli aplotipi DR3, portandoli a concludere che in quella zona potrebbe mappare un altro gene coinvolto nella patogenesi della malattia

I dati presentati in questi due ultimi lavori e quelli riportati nel mio studio sono a favore della presenza di un gene modificatore nella regione HLA, ma ciascuno lo mappa in posizioni differenti.I miei dati lo localizzano in una regione più centromerica marcata da MIB, Lie et al in posizione più telomerica, mentre Karell et al in una posizione circa intermedia tra le due.

Grazie alla collaborazione con gruppi stranieri che partecipano allo stesso progetto europeo del quale è parte integrante questo lavoro, è stato possibile analizzare i dati ottenuti in un gruppo di famiglie multiplex e simplex di origine scandinava e norvegese (etnicamente molto simili) tipizzati per alcuni marcatori in comune coi nostri. Anche in questo caso le famiglie,  per un totale di 46,  sono state selezionate per la presenza di un genitore omozigote per DQ2.

L’eventuale associazione con la celiachia è stata testata con il test TDT (Transmission Disequilibrium Test) (127).

Il TDT è un test di associazione che considera la trasmissione ai figli affetti degli alleli ad un dato locus presenti in genitori che sono eterozigoti a quel locus e viene valutata la frequenza con la quale un dato allele viene trasmesso alla progenie affetta. Combinando i dati di molte famiglie, ogni allele ha una probabilità del 50% di essere trasmesso e del 50% di non essere trasmesso. Qualora si verifichi una distorsione significativa della segregazione se ne può concludere che l’allele considerato è coinvolto nella suscettibilità alla malattia o che è in linkage disequilibrium con un allele responsabile.

Dall’analisi dei dati è risultata, anche in questo pannello scandinavo, una trasmissione preferenziale della combinazione dei tre alleli MICB24-MICA5.1-MIB350 presenti sugli aplotipi DR3, (14 trasmessi vs 7 non trasmessi, valore atteso = 10.5). Tale differenza non risulta però statisticamente significativa ( X2=3.33).

Tale risultato può essere dovuto al numero ridotto di famiglie informative presenti nel pannello. Questo dipende da due cause:

a) nelle popolazioni nordiche l’aplotipo B8-DR3 è l’aplotipo DR3 principalmente presente (se non esclusivamente). I genitori omozigoti DQ2 analizzati sono essenzialmente del tipo B8-DR3 e presentano in omozigosi anche gli alleli presenti agli altri loci marcatori. Dato ciò, l’analisi con il test TDT il quale utilizza solo i genitori eterozigoti ad un dato marcatore è stata compiuta su un numero esiguo di soggetti.

b)  le  famiglie che si selezionano per la presenza di un genitore omozigote per DQ2 sono poche (nel nostro pannello, per esempio, come già detto, ne sono state selezionate  16 su 185 famiglie totali).

Anche se non statisticamente significativi, i dati sono comunque in linea con le nostre conclusioni.

Per quanto riguarda un possibile coinvolgimento di geni presenti nella regione HLA di classe I un  recente lavoro (128) ha dimostrato la capacità di molecole HLA di Classe I di presentare peptidi derivanti dalla gliadina. Come già accennato, l’infiltrazione intraepiteliale da parte dei linfociti CD8+ è una delle caratteristiche della malattia. Malgrado ciò, si conosce ben poco sulla possibile esistenza di cellule CD8+ gliadina specifiche.  Nel lavoro di Gianfrani et al sono stati selezionati 4 peptidi derivanti dalla gliadina in grado di legare in vitro con buona affinità la molecola HLA-A*0201. Gli stessi peptidi sono stati poi testati per la produzione di -interferon con i linfociti di un pannello di pazienti e controlli positivi per HLA-A*0201. Un peptide tra i quattro (A123-132: sequenza: QLIPCMDVVL) è stato riconosciuto dai linfociti di 4 su 7 pazienti in trattamento, e non riconosciuti da pazienti con dieta contenente ancora glutine e dai controlli. Inoltre, per questo peptide è stata anche dimostrata la capacità citolitica utilizzando linee di linfociti T citotossici prodotte da linfociti di due pazienti in dieta senza glutine. Nella mucosa intestinale di pazienti sia in trattamento che non in trattamento sono state isolate cellule CD8+ che secernono gamma-interferon specifiche per il peptide A123-132. Tali risultati depongono a favore di un coinvolgimento nella suscettibilità alla malattia celiaca anche delle molecole HLA di Classe I, in linea con i risultati qui presentati.

Si potrebbe valutare se  qualche peptide derivante dalla gliadina sia in grado di legare le molecole HLA-A1 e HLA-B8 caratteristiche dell’aplotipo significativamente trasmesso nel nostro pannello di pazienti. Ciò può essere fatto inizialmente per via informatica cercando se nella sequenza della A- gliadina sono presenti i motifs di legame caratteristici di questi due alleli. La ricerca può essere eseguita utilizzando un database dal nome SYFPETHI che si trova in rete ( www.bmi-heidelberg.com/ Scripts/ MHCServer.dll). 

SYFPETHI è un database che permette di selezionare da una sequenza proteica peptidi che presentino i motifs per una data molecola HLA e di valutare per ciascun peptide l’affinità di legame per l’antigene HLA (129). Il database si basa su precedenti pubblicazioni riguardanti epitopi di cellule T e ligandi del Complesso Maggiore di Istocompatibilità umana. La predizione dei peptidi è basata sui motifs pubblicati e tiene in considerazione gli aminoacidi presenti nelle posizioni chiave  (áncora), delle posizioni delle áncore ausiliarie e degli altri aminoacidi frequenti. Il sistema di “punteggio” valuta ciascun aminoacido presente nel peptide selezionato ed è basato sulla frequenza dei rispettivi aminoacidi nei ligandi naturali, negli epitopi di cellule T o peptidi leganti. Gli aminoacidi che sono poco utilizzati per il legame hanno punteggio pari ad 1 mentre le  áncore ottimali hanno il punteggio di 15. 

Per immettere i dati occorre inserire la sequenza aminoacidica (intera o parte di essa) della proteina che si vuole testare; è possibile esaminare anche solo la sequenza di un corto peptide. Quindi bisogna scegliere la lunghezza dei peptidi che si vogliono originare dalla proteina, in base alla molecola HLA con cui si vuole cimentare (per es. per HLA A1 il programma offre la predizione per nonameri e decameri, per HLA-B*8 per ottameri e nonameri e per classe II per peptidi di 15 aminoacidi). Infine, scegliere la molecola HLA per la quale si vuole testare il legame. L’output fornisce una serie di peptidi con accanto un punteggio. Per avere un termine di paragone su cui valutare i punteggi occorre inserire un ligando noto (per es. per peptidi leganti  HLA A2 il punteggio massimo è 36).

Testando tutta la sequenza della A-gliadina (SWISS PROT, primary accession number Q41509) per la capacità di legame con HLA-A1 e HLA-B8, il programma ha generato per HLA-A1 120 nonameri, di cui uno col massimo punteggio 22 e 75 decameri con un punteggio massimo di 26 per un peptide con l’inizio in posizione 26. Il ligando noto di HLA-A1, la ciclina D2 189-197 (130) ha ottenuto il punteggio di 36. Per HLA-B8 sono stati predetti un  ottamero che ha ottenuto il punteggio massimo pari 18 ed un  nonamero con il miglior punteggio di 21. Il ligando noto, il precursore dell’ IL-6, 153-16 (131), ha ottenuto il punteggio di 38.

Per paragone è stato anche testato il peptide del lavoro sopramenzionato, la sequenza dell’A- gliadina 123-132 per il legame con HLA-A*02, ottenendo un punteggio di 26. Si potrebbe concludere che ci sono buone possibilità di un legame per HLA-A1 e minori per HLA-B8, possibilità da verificare con un test di legame in vitro.

Nella analisi dei dati sono stati osservati anche degli alleli associati negativamente con la malattia, MICB15 e MIB348, cioè preferenzialmente non trasmessi ai pazienti celiaci. Dallo studio degli aplotipi non trasmessi questi due alleli non sono risultati appartenere ad un particolare aplotipo suggerendo che, se svolgono un’ azione protettiva, questa sia direttamente legata alla loro presenza su diversi aplotipi. Come per gli alleli associati positivamente, l’associazione può essere dovuta direttamente all'allele o denunciare la presenza di un fattore in linkage disequilibrium con esso. La prima ipotesi può valere per MICB15, mentre la seconda per l’allele MIB348, anche, se non si può scartare l’ipotesi che MICB 15 si trovi in linkage disequilibrium con un fattore protettivo.

I risultati presentati in questa tesi sono concordi con quelli che suggeriscono che nella regione HLA possano risiedere  vari alleli  di suscettibilità  coinvolti nelle malattie autoimmunitarie (101;132;133;134;135) e che il ruolo del Sistema HLA nella suscettibilità alle malattie può essere più complesso di quanto finora pensato.

In particolare, nella celiachia, sull’ aplotipo B8-DR3 risiederebbero uno o più fattori additivi alla suscettibilità come, peraltro, già osservato per altre malattie.

La localizzazione più probabile di questi fattori è nella regione HLA di Classe I. Si pone ora l’obiettivo successivo di identificarli con precisione. Dato il fortissimo linkage disequilibrium è improbabile che questo possa essere fatto con metodi genetici a meno di analizzare un campione improponibilmente grande di famiglie.

Saranno pertanto da prediligere approcci di analisi funzionale come quelli utilizzati da Gianfrani et al (128).
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Tabelle e figure

Tabella 1

Nomenclatura delle molecole HLA con particolare riferimento alle molecole

trattate in questo studio

Specificità  HLA

(tipizzazione sierologica)
Alleli  HLA

(tipizzazione genomica)

B8


B*0801,

B*0802,

B*0803,….

B18
B*18012,

B*1802,

B*1803,…

DR3
DRB1*03011,

DRB1*03012,

DRB1*03021,…..

DR4
DRB1*04011, DRB1*04012, DRB1*0402,…..

DR5

(DR11, DR12)
DRB1*11011, DRB1*11012…

DRB1*12011, DRB1*12011..

DR7
DRB1*07011,

DRB1*07012,

DRB1*0703,…

DQ2


DQB1*0201,

DQB1*0202,

DQB1*0203,

DQ8


DQB1*0302

Tabella 2

Combinazioni alleliche dei microsatelliti MICA e MICB negli aplotipi HLA estesi 

HLA-B*
MICA*
MICA
MICB  
TNFa
DRB1* 



microsatelliti










0702
008
A5.1
CA17
11
1501

0801
008
A5.1
CA24
2
0301

1302
008
A5.1
CA18
7
0701

1401
019
A5
CA14
?
?

1402
011
A6
CA14
2
01

1801
001
A4
CA14
1
0301

1801
018
A4
CA25
10
11

4402
008
A5.1
CA15
4
1101

4403
004
A6
CA18
7
0701

5001
?
A6
CA14
5
0701

5701
002/017
A9
CA22
2
0701

Tabella 6
Riassunto dei lavori di linkage svolti sulla celiachia ( tabella  modificata da Liu et al, 2002)

CROMOSOMA


















Zhong et al. (1996)
(40 Sib Pairs)


Greco et al. (1998)
(37 or 110 Sib Pairs)


Greco et al. (2001)
(182 Sib Pairs)


King et al. (2000)
(16 Famiglie)


Liu et al. (2002)
(60 or 98 Famiglie)





Locus
Posizione
(cM)
MMLSa
Locus
Posizione
(cM)
MMLSa
Locus
Posizione
(cM)
MMLSa
Locus
Posizione
(cM)
MMLODb
Locus
Posizione
(cM)
MLSc
MMLSe

1p
























D1s3669
37
1.90



4p
























D4s2633
33
2.11
3.25 (2.40)

5q
D5s211-PRIVATE "TYPE=PICT;ALT=â€«"D5s498
183-PRIVATE "TYPE=PICT;ALT=â€«"185
0.92
D5s2111-PRIVATE "TYPE=PICT;ALT=â€«"D5s2006
188-PRIVATE "TYPE=PICT;ALT=â€«"198
2.0
D5s640
153
2.92






D5s816
139
1.73
1.49 (1.00)

6p
D6s259-PRIVATE "TYPE=PICT;ALT=â€«"D6s469
28-PRIVATE "TYPE=PICT;ALT=â€«"30
4.66



























6q


















D6s460
90
1.2









7q
D7s480-PRIVATE "TYPE=PICT;ALT=â€«"D7s1809
126-PRIVATE "TYPE=PICT;ALT=â€«"128
2.99


















D7s2480
111
1.02
1.04 (1.30)

9p
























D9s741
43
1.08



10q


















D10s597
129
1.9









11p
D11s871-PRIVATE "TYPE=PICT;ALT=â€«"D11s1385
58
3.92












D11s935
46
1.5









11q






D11s414-PRIVATE "TYPE=PICT;ALT=â€«"D11s934
111-PRIVATE "TYPE=PICT;ALT=â€«"126
1.8





















15q
D15s207-PRIVATE "TYPE=PICT;ALT=â€«"D15s107
102PRIVATE "TYPE=PICT;ALT=â€«"-109
2.12



























16q


















D16s3091
111
1.9
D16s3253
72
1.40



19q
D19s418
92
1.84












D19s210
100
0.9









22 (cen)
D22s420
4
2.69




























a MMLS = multipoint maximum LOD score

b MMLOD = multipoint maximum LOD score
c MLS = two-point LOD scores
Nota: cM (centiMorgan) si riferisce alla distanza genetica dal telomero del braccio corto

Tabella 9

Frequenze degli alleli dei microsatelliti MICA e MICB in un campione random della popolazione Italiana  ( N=101)


Microsatellite MICA

Microsatellite MICB



allele  
frequenza

allele  
frequenza











A4
0.141

CA14
0.184



A5
0.136

CA15
0.179



A5.1
0.316

CA16
0.05



A6
0.272

CA17
0.124



A9
0.136

CA18
0.095






CA19
0.010






CA20
0.060






CA21
0.080






CA22
0.040






CA23
0.035






CA24
0.090






CA25
0.080






CA26
0.020


Tabella 10

Linkage disequilibria significativi tra gli alleli del microsatellite MICA e gli alleli ai loci HLA-B, MICB, TNFa e DRB1 nella popolazione Italiana

Alleli del microsatellite MICA
Alleli associati


HLA-B
      MICB microsatellite
TNFa
DRB1*

A4
18****,°°°

27**,°°°
CA14*

CA19*
1***,°°°

10**
0403*,°

A5
61**,°°°

62****,°°°

35***


CA25*

CA26**,°°
5**
1104*

1201*,°°°

1301*

A5.1
7***,°°°

8****,°°°

13**,°°°

63*,°°°

44*,°


CA18*

CA24***,°°
11*,°


A6
44**,°

49*,°°°

51****,°°


CA15*



A9
39****,°°°

57****,°°°
CA22*,°
2***

13*


La forza di associazione in termini di significatività statistica (p) e linkage disequilibrium (D')

è riportata alla destra di ciascun allele . 

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<10-4 ; °D’ = 0.5 - 0.7; °°D’ = 0.7 – 0.85; °°°D’ = 0.85 – 1
Tabella 11

Linkage disequilibria significativi tra gli alleli del microsatellite MICB e gli alleli ai loci HLA-B, MICA, TNFa e DRB1 nella popolazione Italiana

alleli del microsatellite MICB
Alleli associati


HLA-B
  MICA microsatellite
TNFa
DRB1

CA14
14***,°°°

27*,°°°


A4*
1***,°°°

6**


CA15
51**

52***,°°°
A6*
4***,°°°

13****,°°




CA16





CA17
7****,°°



11****,°°
1501***

CA18
13****,°°°

44**


A5.1*
7****,°°°
0701****,°

CA19
18*,°°°
A4*
7*,°°°

11*,°°°




CA20
37**,°°

63*



9*,°°°


CA21
14*

2***,°

3*,°




CA22
57****,°°


A9*,°



CA23


2*,°


0405**,°°°

CA24
8****,°°


A5.1***,°°
2****,°°
0301****,°

CA25
18**


5*
10*


CA26

5**,°°
5**,°°


La forza di associazione in termini di significatività statistica (p) e linkage disequilibrium (D')

è riportata alla destra di ciascun allele . 

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<10-4 ; °D’ = 0.5 - 0.7; °°D’ = 0.7 – 0.85; °°°D’ = 0.85 – 1
Tabella 14

D6S2239


SIMPLEX

MULTIPLEX

SIMPLEX+MULTIPLEX


allele

(bp)
T

n=47

%
NT

n=13

%
p
T,T

n=69

%
NT,NT

n=14

%
p
T+T,T

n=116

%
NT+NT,NT

n=27

%
p

106
34,0
15,4
ns
21,7
64,3
0.0028
26,7
40,7
ns

108
29,8
46,2

34,8
14,3

32,8
29,6


110
36,2
38,5

42,0
21,4

39,7
29,6


112
0,0
0,0

1,4
0,0

0,9
0,0


Tabella 15

MOGc


SIMPLEX

MULTIPLEX

SIMPLEX+MULTIPLEX


Allele

(bp)
T

n=46

%
NT

n=14

%
p
T,T

n=74

%
NT,NT

n=14

%
p
T +T,T

n=120

%
NT+NT,NT

n=28

%
p

122
28,3
14,3

23,0
28,6

25,0
21,4


124
0,0
0,0

0,0
0,0

0,0
0,0


126
0,0
7,1

1,4
0,0

0,8
3,6


128
0,0
0,0

1,4
0,0

0,8
0,0


130
26,1
35,7

21,6
28,6

23,3
32,1


132
6,5
14,3

9,5
7,1

8,3
10,7


134
6,5
0,0

2,7
14,3

4,2
7,1


136
4,3
0,0

6,8
0,0

5,8
0,0


138
6,5
0,0

8,1
14,3

7,5
7,1


140
0,0
0,0

2,7
0,0

1,7
0,0


142
0,0
0,0

0,0
0,0

0,0
0,0


144
2,2
14,3

1,4
0,0

1,7
7,1


146
0,0
0,0

0,0
0,0

0,0
0,0


148
19,6
14,3

21,6
7,1

20,8
10,7


Tabella 16

D6S265
SIMPLEX

MULTIPLEX

SIMPLEX+MULTIPLEX


Allele

(bp)
T

n=45

%
NT

n=14

%
p
T,T

n=69

%
NT,NT

n=14

%
p
T+T,T

n=114
NT+NT,NT

n=28
p

122
11,1
14,3

8,7
21,4

9,6
17,9


124
0,0
0,0

1,4
0,0

0,9
0,0


126
53,3
42,9

56,5
64,3

55,3
53,6


128
6,7
7,1

7,2
14,3

7,0
10,7


130
11,1
14,3

20,3
0,0

16,7
7,1


132
17,8
21,4

5,8
0,0

10,5
10,7


Tabella 17

MIB
SIMPLEX

MULTIPLEX

SIMPLEX+MULTIPLEX

allele

 (bp)
    T

n=43

    %
NT

n=14

%
p
T,T

n=73

%
NT,NT

N=14

%
p
T+T,T

n=116

%
NT+NT,NT

n=28

%
p

326
11,6
0,0

13,7
21,4

12,9
10,7


330
0,0
0,0

1,4
14,3

0,9
7,1


332
4,7
14,3

2,7
0,0

3,4
7,1


334
0,0
0,0

0,0
0,0

0,0
0,0


336
9,3
14,3

5,5
0,0

6,9
7,1


338
4,7
0,0

1,4
7,1

2,6
3,6


340
2,3
0,0

1,4
0,0

1,7
0,0


342
2,3
0,0

1,4
0,0

1,7
0,0


344
0,0
7,1

1,4
7,1

0,9
7,1


346
4,7
14,3

5,5
0,0

5,2
7,1


348
9,3
28,6
0.09
5,5
28,6
0.02
6,9
28,6
0.0034

350
48,8
14,3
0.048
52,1
21,4
0.07
50,9
17,9
0.0032

352
2,3
7,1

6,8
0,0

5,2
3,6


354
0,0
0,0

1,4
0,0

0,9
0,0


Tabella 18

MICA
SIMPLEX

MULTIPLEX

SIMPLEX+MULTIPLEX


allele


T

n=46

%
NT

n=15

%
p
T,T

n=74

%
NT,NT

n=15

%
p
T+T,T

n=120

%
NT+NT,NT

n=30

%
p

4
10,9
13,3

13,5
26,7

12,5
20,0


5
4,3
13,3
ns
2,7
6,7

3,3
10,0 


5.1
45,7
26,7
ns
64,9
33,3
0.047
57,5
30,0
0.012

6
21,7
40,0

12,2
20,0

15,8
30,0


9
17,4
6,7

6,8
13,3

10,8
10,0


Tabella 19

MICB
SIMPLEX

MULTIPLEX



SIMPLEX+MULTIPLEX


allele

T

N=46

%
NT

N=14

%
p
T,T

N=76

%
NT,NT

N=15

%
p
T+T,T

N=122

%
NT+NT,NT

N=29

%
P

14
15,2
14,3

18,4
40,0
0.088
17,2
27,6


15
2,2
28,6
0.008
1,3
6,7
ns
1,6
17,2
 0.003

17
4,3
7,1

2,6
0,0

3,3
3,4


18
13,0
0,0

2,6
0,0

6,6
0,0


20
2,2
0,0

1,3
6,7

1,6
3,4


21
2,2
7,1

2,6
0,0

2,5
3,4


22
6,5
0,0

0,0
6,7

2,5
3,4


23
10,9
21,4

10,5
6,7

10,7
13,8


24
37,0
14,3
ns
53,9
33,3
ns
47,5
24,1
0.037

25
4,3
7,1

5,3
0,0

4,9
3,4


26
2,2
0,0

1,3
0,0

1,6
0,0


Tabella 20

TNFa


SIMPLEX

MULTIPLEX



SIMPLEX+MULTIPLEX


  allele
T

N=45

%
NT

N=14

%
p
T,T

N=75

%
NT,NT

N=14

%
p
T+T,T

N=120

%
NT+NT,NT  N=28

%
p












1
6,7
0,0

9,3
21,4

8,3
10,7


2
40,0
28,6

61,3
50,0

53,3
39,3


3
0,0
0,0

1,3
0,0

0,8
0,0


4
4,4
21,4

1,3
0,0

2,5
10,7


5
17,8
7,1

12,0
7,1

14,2
7,1


6
6,7
14,3

2,7
7,1

4,2
10,7


7
8,9
0,0

2,7
0,0

5,0
0,0


8
2,2
0,0

1,3
0,0

1,7
0,0


10
6,7
21,4

6,7
7,1

6,7
14,3


11
6,7
0,0

1,3
0,0

3,3
0,0


13
0,0
7,1

0,0
0,0

0,0
3,6


Tabella 21

DRB3


SIMPLEX

MULTIPLEX



SIMPLEX+MULTIPLEX


allele
T

N=48

%
NT

N=13

%
p
T,T

N=77

%
NT,NT

N=15

%
p
T+T,T

N=125

%
NT+NT,NT  N=28

%
p

*0101
45,8
15,4
0,09
53,2
40,0

50,4
32,1
0.058

*0202
54,2
84,6

46,8
60,0

49,6
67,9
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Figura 5


























Figura 13  Alleli ai loci marcatori più frequentemente trasmessi ai pazienti

















FIGURA 13     Alleli ai marcatori analizzati più frequentemente trasmessi ai pazienti





Figura 13  Alleli ai loci marcatori più frequentemente trasmessi ai pazienti
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Figura 14 


Conservazione  dell’aplotipo B8-DR3  negli aplotipi DR3 trasmessi (N=124) e non trasmessi (N=29)
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