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RACCOMANDAZIONI

PER IL CLINICO

SUL TEST GENETICO HLA
PER LA MALATTIA CELIACA

Introduzione

La malattia celiaca (MC) & una patologia
autoimmune sistemica caratterizzata da un
profilo anticorpale sierologico specifico e

da un danno istologico peculiare scatenata

e mantenuta dall'ingestione di glutine e
prolamine correlate in individui geneticamente
predisposti (1).

In questa breve guida ci occuperemo di dare
delle indicazioni pratiche al clinico nella
richiesta e interpretazione del test genetico
HLA di suscettibilta per MC che sempre pill
frequentemente e talvolta impropriamente, &
richiesto per ricercare alcuni geni HLA dei loci
DQAT e DQBT associati alla MC.

La MC ha una forte componente ereditaria.
Infatti, dal 75 al 15% dei familiari in primo
grado e dei gemelli dizigotici sono affetti da
MC, mentre la concordanza di malattia va
dal 50 all'80% nei gemelli monocoriali (2).
La MC & poligenica e multifattoriale, dovuta
cioé all'interazione di multipli geni con una
serie di fattori ambientali e stili di vita che
possono modificarsi assai rapidamente a
seconda delle epoche storiche in cui queste
interazioni accadono. In effetti, una serie di
dati indicano che la prevalenza della MC & in
incremento (3-5) e che questa non sembra
essere influenzata né dall'eta alla quale

il glutine viene introdotto né dalla durata

dell'allattamento al seno materno (6, 7). E
probabile che la causa di un tale incremento in
prevalenza sia da attribuire non ad un singolo
fattore ma a una combinatoria di elementitra i
quali 'aumento costante, a partire dalla meta
del secolo scorso, nel consumo di alimenti
contenenti glutine (8) e una modifica del
microbiota intestinale per un uso diffuso di
antibiotici e per uno stile di vita occidentale
nell’alimentazione (9). Probabilmente nei
prossimi anni le reali stime di prevalenza
della MC saranno rese piu complicate da
stabilire per via del sempre pil elevato
numero di individui che per motivi salutistici
intraprendono una dieta “gluten free” (GFD)
senza prima aver escluso la MC (10). In questa
categoria d'individui un aiuto per il clinico,
come vedremo pili avanti, puo venire dal test
genetico HLA di suscettibilta per MC.

Lereditabilita della MC sarebbe dovuta per
circa il 56% da geni al di fuori del sistema
maggiore di istocompatibilia (MHC), e per ben
il 44% da geni nel’'MHC. Infatti, i numerosi studi
di GWAS che hanno identificato 57 geni non-
HLA di suscettibilita per la MC spiegherebbero
solo il 6% circa della ereditabilita, mentre il
50% sarebbe costituito da molteplici varianti
comuni, come osservato anche in altre
malattie poligeniche (11). Recentemente, sono
state identificate 5 varianti di suscettibilita
nel’'MHC che agiscono indipendentemente dai
loci HLA -DQAT e DQBT e che spiegano il 18% di
ereditabilita (12). Infine, il 26% di ereditabilita
e costituito dalla fortissima associazione

con alcuni alleli ai loci HLA -DQAT e DQB1 che
codificano per le molecole HLA-DQ2 e -DQ8
(13). Quindi a tutt'oggi la piu forte associazione

genetica riscontrabile nella MC & con le
molecole HLA-DQ2 e -DQ8.

Va subito detto che sommando le frequenze
di HLA-DQ2 e -DQ8 nelle popolazioni di origine
Caucasica si arriva ad una loro positivita nel
30-40% o addirittura a circa il 50% nei Sardi
(14,15) e nei Saharawi (16), ma che la malattia
si manifesta solo in una frazione di esse.
Inoltre, la prevalenza di malattia non correla
in modo statisticamente significativo con la
frequenza di tali molecole HLA nelle differenti
popolazioni (17).

Complessivamente, anche queste evidenze
confermano la natura poligenica e la necessita
di vari fattori ambientali per lo sviluppo della MC.

Cenni di Genetica dell'HLA

Per consentire a tutti la pill ampia
comprensione dell’HLA e della terminologia
utilizzata in questa guida vedasi la Tab. 1.

Il complesso dell'HLA & localizzato sul braccio
corto del cromosoma 6 (occupa circa 3 Mbp

in 6p21.3). La regione contiene pit 220 geni;

la maggior parte a funzione immunologica. |
loci che lo compongono in direzione telo-
centromerica sono A, B, C (appartenenti alla
classe 1) e DR, DQ, DP (appartenenti alla classe
I1). La classe Ill, comprendente alcuni geni

che codificano per frazioni del complemento,
sitrova tra la classe | e la classe Il. Il sistema
ha un elevato grado di polimorfismo e per
questa ragione sono presenti numerosissime
varianti allo stesso locus (alleli), per es. a
settembre del 2019 si riportano 7053 alleli al
locus B di classe | e 1771 al locus DQBI di classe
[1(18). LMHC ¢ caratterizzato dalla presenza

di un forte linkage disequilibrium (LD). Due

o piu loci sono in LD quando la frequenza di
associazione dei loro differenti alleli & piu alta
0 piu bassa di quella che ci si aspetterebbe se
i loci fossero indipendenti e associati quindi
in modo casuale. La presenza del LD e di geni
a funzione immunologica interdipendente
suggerisce un possibile vantaggio selettivo
di particolari configurazioni di alleli disposti
talvolta in aplotipi estesi dal locus A della
classe | al locus DQB1 della classe Il (19).

Numerosi studi, inclusi i nostri sulla
popolazione Sarda e sul suo particolare
assetto genetico, hanno dimostrato che i
geni HLA coinvolti nella MC sono localizzati
ai loci DQAT e DQBI della classe 11 (20, 21, 22).
Tra i tanti alleli codificati da questi loci, quelli
piu frequentemente associati alla MC sono il
DQAT*05:01, e il DQBT*02:01. Questi due alleli
sono in forte LD e codificano la catena alfa e
la catena beta dell'eterodimero DQ (a1*0501,
(31*0201) denominato HLA -DQ2. Questo
eterodimero puo essere codificato in cis
quando i due geni DQAT*05:01, e DQBT*02:01
si trovano lungo lo stesso cromosoma (quasi
sempre in LD con l'allele DRB1*03:01 del
locus DRB1 a costituire I'aplotipo DRB1*03:01,
DQAT*05:01, DQBT*02:01) oppure in trans nel
genotipo HLA -DQAT*05:05, -DQBT* 03:01/
-DQAT*02:01, -DQB1*02:02 (20). Anche i geni
DQAT*02:01, -DQB1*02:02 codificano per una
molecola che & stata denominata HLA -DQ2
anche se costituita da una differente catena
alfa (il polimorfismo che differenzia le catene
B1*0201 e B1*0202 & trascurabile dal punto

di vista funzionale). Per differenziare a livello
proteico questi due HLA -DQ2, la molecola DQ2



codificata dagli alleli DQAT*05:01, DQB1*02:01
@ stata denominata HLA-DQ2.5 mentre il DQ2
codificato dagli alleli DQAT*02:01, -DQB1*02:02
& stato denominato HLA-DQ2.2 (Fig. 1).

Circa il 90-95% dei pazienti celiaci & positivo
per alleli che codificano per 'HLA-DQ2 e pil

specificatamente per HLA-DQ2.5 in ¢is o in frans
(Fig. 1).

L'altra molecola HLA associata alla MC per circa
il 5-7% e 'HLA -DQ8 codificato dall'aplotipo HLA-
DQAT*03:01-DQBT*03:02, mentre il rimanente
3-5% & costituito dal’HLA -DQ2.2 (23) 0 assai
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Fig. 1. Genotipi HLA associati a MC, eterodimeri DQ codificati da questi geni e suddivisione semplificata del loro rischio in alto,
moderato e basso. Il rischio & non valutabile (NV.) per i mezzi eterodimeri la cui associazione con la MC & assai dibattuta.

raramente da meta eterodimero come ad
esempio nella molecola HLA-DQ2.3 (24) o
nel’HLA-DQ75 (25).

Eterodimeri HLA -DQ permissivi per
la malattia celiaca

| genotipi permissivi per la MC sono elencati
nella Tab. 2. Sono stati disposti per OR
decrescente utilizzando la casistica di pazienti
celiaci del nostro centro (dati personali non
pubblicati) che non si discosta da quanto
osservato da altri autori (26) e metanalisi (27).
Una breve discussione per alcuni di questi
eterodimeri ad elevata frequenza e OR piu
elevato ci consentira di comprendere meglio
I'associazione HLA e come interpretare i
risultati forniti dal laboratorio di tipizzazione.

HLA-DQ2.5

Leterodimero HLA -DQ2.5, una variante
dell’HLA -DQ2, pud essere definito come il piu
permissivo per la MC essendo presente in pil
del 90% dei pazienti celiaci (20).

Pud essere codificato in cis nell'aplotipo HLA
-DRB1*03:01, DQAT*05:01, DQB1*02:01 oppure
in trans nel genotipo HLA -DQAT*05:05,
DQB1*03:01/DQAT*02:01, DQB1*02:02,
conferendo un rischio di malattia molto
simile (Fig. 1). Le catene beta DQB1*02:01

e DQB1*02:02 differiscono per un residuo
amminoacidico in posizione 135, distante dalla
regione di legame con il peptide e quindi
funzionalmente ininfluente. Invece, lo status
di omozigosita per HLA -DQ2.5 conferisce un
rischio molto elevato sia per la comparsa di
autoimmunita celiaca con positivizzazione
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per l'anti-transglutaminasi tipo 2 di classe IgA
(t-TG2-1gA) che per la malattia celiaca (3, 28).
Secondo alcuni autori, questa “"doppia dose” di
HLA -DQ2.5 consentirebbe la presentazione alle
T cellule di un repertorio di peptidi del glutine
pit ampio rispetto ad altre molecole associate
aMC (HLA -DQ2.2 e HLA -DQ8) e in maggiore
quantita (29). Questo modello quantitativo di
genesi del danno intestinale nella MC, dove
I'espressione dell’HLA -DQ2.5 e il numero
disponibile di T cellule glutine specifiche
rappresenterebbero i principali fattori limitanti,
e stato indirettamente rafforzato da diversi
studi condotti sui pazienti celiaci (30, 31,32) e
da una recente meta-analisi (33).

HLA-DQ8

L'HLA-DQ8 & codificato dagli alleli DQAT*03 e
DQBT*03:02. Quando il DQA*03 si associa con
il DQBT*03:01 la molecola viene denominata
DQ7.3, mentre quando si associa con il
DQBT*03:03 viene denominata DQI. Solo
I'HLA-DQ8 si associa alla MC conferendo un OR
per MC moderato rispetto all'omozigosita per
HLA -DQ2.5 (Fig. 1, Tab. 2). Quando presente
in eterozigosi con 'HLA-DQ2.5 costituisce un
fattore di rischio aggiuntivo per lo sviluppo
del diabete mellito tipo T autoimmune (TID).
Nella nostra popolazione di pazienti celiaci il
genotipo HLA -DQ2.5/DQ8 conferisce un OR di
18 (95% Cl: 6.5 to 51.6) per il TID ad insorgenza
contemporanea o futura (dati personali

non pubblicati). Una possibile spiegazione
pud essere ricondotta alla formazione di
transdimeri HLA tra la catena alfa codificata
dallo DQAT*05:01 e la catena beta codificata
dallo DQBT*03:02 (34, 35, 36).



HLA-DQ2.2

Leterodimero HLA-DQ2.2 differisce
funzionalmente dal -DQ2.5 per la catena alfa
codificata dall'allele HLA -DQAT*02:01. Le
differenze tra le due catene alfa fanno si che

la molecola HLA -DQ2.2 & meno adatta della
-DQ2.5 a presentare peptidi derivati dal glutine a
cellule T CD4 positive (37 38). Essa & comunque
permissiva per la MC: ma mentre quando
presente da sola conferisce un rischio molto
basso per CD (1.5% dei nostri CD sono HLA-DQ2.2
positivi), quando in associazione con HLA-DQ2.5
presenta un OR di 5.2 sovrapponibile a quello
osservato negli HLA-DQ2.5 omozigoti (Fig. 1,
Tab. 2); un dato in accordo con quello di altre
casistiche (26). Quando in associazione con
I'HLA -DQAT*05:05, DQBT* 03:01 a costituire la
formazione dell'eterodimero HLA-DQ2.5 in frans,
conferisce un rischio di MC basso comparabile a
quello dell'HLA-DQ2.5 in cis. Quindi, in entrambi

i casi 'HLA-DQ2.2, grazie al meccanismo
genetico della codominanza, si comporta come
un donatore di catene beta per la costituzione
dell'eterodimero HLA -DQ2.5.

Infine, entrambe i genotipi HLA -DQAT*05:05,
DQBT*03:01/DQAT*02:01, DQBT*02:02 &
DQAT*05:01, DQB1*02:01/DQAT*02:01, DQBT*02:02
s0no associati negativamente con il TID (OR
rispettivamente di 0.1 e 0.5, dati personali non
pubblicati).

Altre molecole HLA non -DQ2, non
-DQ8 nella malattia celiaca

Seppure molto raramente sono stati riportati
nella malattia celiaca dei genotipi HLA non
-DQ2, non -DQ8. In uno studio multicentrico

europeo tali pazienti sono stati rilevati nel 2%
dei casi (24). In un altro studio americano la
frequenza di individui EMA positivi ma negativi
per HLA -DQ2 e - DQ8 era ancora pill ridotta
(016%) (26). Nella nostra casistica 10 pazienti

su 673 risultano non -DQ2, non -DQ8 con una
frequenza di 1.5%. Di questi, 2 erano affetti da S.
di Down, uno da malattia infiammatoria cronica
intestinale e un altro da deficit totale di IgA. Tutti
e 10 questi pazienti avevano ricevuto diagnosi

di MC alla fine degli anni 80 quando ancora le
determinazioni della t-TG2-IgA e della t-TG2-IgG
non erano disponibili e purtroppo non siamo stati
in grado di riverificare tali diagnosi per escludere
che il danno di mucosa fosse da attribuirsi ad
altre patologie. Al contrario su 127 pazienti, che
ricevettero diagnosi di MC dopo il 2000 quando
la determinazione dell'antitransglutaminasi era
disponibile, nessuno risultava negativo per HLA
-DQ2, 0 HLA -DQ8. Crediamo pertanto che oggi la
diagnosi di MC in pazienti con genotipi HLA non
-DQ2, non -DQ8 o con mezzi eterodimeri come
nelle molecole HLA-DQ2.3 (24) o DQ75 (25) sia
da affidare a centri di riferimento e che debba
basarsi sulla dimostrazione inequivocabile che il
danno di mucosa sia glutine dipendente.

Utilita clinica del test genetico HLA
per la malattia celiaca

Nelle pagine seguenti cercheremo di delineare le
situazioni cliniche per le quali il test genetico HLA
per celiachia puo essere proposto al paziente

o alla famiglia. Questa guida pratica dovrebbe
ridurre l'utilizzo del test ai casi appropriati
aiutando il medico a prendere decisioni utili

per la diagnosi della malattia o il follow-up di
individui a rischio. Vledi anche la Tab. 3.

Per effettuare le nuove diagnosi di
malattia celiaca

Dalla pubblicazione delle linee guida ESPGHAN
del 2012 per la diagnosi di malattia celiaca e

sino ai giorni nostri il principale utilizzo della
determinazione dei genotipi HLA ¢ stato
indirizzato alla formulazione delle nuove diagnosi
di MC nel bambino e nell'adolescente senza
esecuzione della biopsia intestinale (39). Infatti,
in tali linee guida & contemplata l'opzione di non
eseguire la biopsia intestinale nel caso il paziente
presenti: /) sintomi suggestivi di MC, i) un valore
della t-TG2-IgA maggiore a 10 volte i valori normali
e in un secondo prelievo una positivita degli EMA
che confermila positivita della t-TG2-IgA, iii) una
genetica HLA compatibile per MC ovvero positiva
per HLA -DQ2, o HLA -DQ8 (39).

Tali raccomandazioni sono state riviste
recentemente nelle nuove linee guida ESPGHAN
2020 dove né la tipizzazione HLA per i loci DQAI
e DQBI, né la presenza di sintomi associabili a
MC sono obbligatori per formulare la diagnosi

di MC di fronte ad un paziente pediatrico con
titolo elevato della t-TG2-IgA maggiore di 10
volte i valori normali confermato dalla positivita
degli EMA in un secondo prelievo (40). Le
ragioni addotte nelle nuove linee guida per tale
cambiamento sono legate al fatto che il test HLA
non & disponibile in modo diffuso, & costoso e
non migliorerebbe la capacita della sierologia
all'approccio alla diagnosi senza biopsia (40).
Anche in uno studio retrospettivo condotto sulla
popolazione Sarda abbiamo rilevato che tutti

i pazienti celiaci sintomatici e con valori della
t-TG2-IgA maggiori di 10 volte i valori normali
risultavano positivi per HLA -DQ2, 0 HLA -DQ8,
confermando quindi le raccomandazioni
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ESPGHAN 2020 (41) almeno per i pazienti
sintomatici.

Con tutta probabilita quindi, attenendosi alle
linee guida ESPGHAN 2020 (40), il test genetico
HLA per la malattia celiaca non verra piu
utilizzato, se non in casi selezionati, per formulare
nel bambino e nell'adolescente le diagnosi di MC
senza biopsia intestinale.

Per escludere la malattia celiaca
nell'iter diagnostico

In Tab. 3 sono elencate alcune situazioni per le
quali  possibile proporre al paziente oppure ai
genitori del paziente la tipizzazione HLA come
esame utile nell'iter diagnostico della MC. La
richiesta del test & stata suddivisa in situazioni
dove puo essere utile prima oppure dopo aver
eseguito la biopsia intestinale. Occorre spiegare
sempre e in modo rigoroso che il test ha

valore solo quando risultante negativo per HLA
-DQ2, 0 HLA -DQ8 mentre la sua positivita & di
scarsa utilita clinica. La negativita infatti ha un
altissimo valore predittivo negativo ovviando la
necessita per i pazienti negativi di intraprendere
ulteriori test sierologici, endoscopici o eventuali
reintroduzioni di glutine (42).

= Familiari di primo grado di un
probando celiaco

| familiari dei pazienti con diagnosi di malattia
celiaca hanno un rischio pitl elevato di sviluppare
MC nel corso del tempo. Un recente studio
retrospettivo della Mayo Clinic ha rilevato una
frequenza del 44.4% di MC nei familiari di primo
grado di pazienti con MC (43). Tale frequenza
decisamente pill elevata di quanto riscontrato in
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precedenti studi (44, 45) e la consapevolezza che
la MC pud insorgere in qualsiasi momento della
vita di un individuo, spesso in modo silente (nello
studio della Mayo Clinic il 28% era asintomatico)
(43), sembrano indicare come scelta razionale di
escludere da uno screening sierologico a lungo
termine quei familiari di primo grado negativi per
HLA -DQ2, 0 HLA -DQ8.

= Individui a GFD che non hanno
eseguito la determinazione della
t-TG2-1gA prima di intraprendere
la dieta

Questa categoria di individui & destinata
probabilmente ad aumentare nei prossimi anni
per una crescente popolarita della GFD perché
ritenuta pill salutistica e capace di alleviare
fastidiosi sintomi gastroenterici cronici (46).
Inoltre, i prodotti privi di glutine sono oggi molto
pili abbondanti, pill facili da acquistare e meno
costosi rispetto al passato (47). Infine un numero
crescente di individui viene diagnosticato o

fa autodiagnosi di ipersensibilita al glutine (o
meglio al grano) non celiaca senza seguire

un rigoroso percorso clinico (48, 49). A questi
individui a GFD nei quali non & stata esclusa
precedentemente la MC pud essere offerta
I'opportunita del test genetico HLA per la malattia
celiaca che - se negativo per HLA -DQ2, o HLA
-DQ8 - consente di escludere come causa dei
sintomi gastroenterici la MC.

= Positivita a basso titolo
della TtG-IgA

Non ¢ infrequente nella pratica clinica, inclusi
centri di riferimento, osservare pazienti adulti

e pediatrici con positivita a basso titolo per

la TtG-IgA che possono essere affetti da MC
oppure essere dei falsi positivi. Sono infatti
note una serie di condizioni cliniche che
possono associarsi alla produzione non
specifica di anticorpi anti- TtG-IgA come le
malattie infiammatorie croniche intestinali
(50), malattie autoimmuni (51), banali infezioni
respiratorie (52) e gastroenteriche (53),
malattie croniche del fegato (54), infezione

da HIV (55), altre condizioni (56) e persino

la produzione intestinale della t-TG2-IgA non
sembra essere completamente specifica per
la MC (57). A tutte queste situazioni particolari
aggiungiamo anche i familiari del probando
celiaco che spesso per empatia praticano

la GFD a livello familiare riducendo quindi
I'apporto globale di glutine giornaliero e
alterando i valori della t-TG2-IgA.

In tutte queste condizioni sembra razionale
proporre la tipizzazione HLA per individuare
quei pazienti negativi per HLA -DQ2, o HLA
-DQ8 prima di intraprendere esami invasivi
come I'esofagostroduodenoscopia (EGDS) in
eta pediatrica o in pazienti affetti da malattie
croniche nei quali I'EGDS potrebbe essere
controindicata.

= Deficit selettivo delle IgA

Il deficit selettivo delle IgA (IgAD) rappresenta
una condizione clinica predisponente per
altre manifestazioni autoimmuni; tra le

quali quella pit frequentemente associata e
proprio la MC (58). Anche I'lgAD ha una forte
componente genetica che mappa nell'MHC
(59) e sebbene tenda ad associarsi ad aplotipi
HLA -DQ2 positivi (60, 61), un certo numero di

aplotipi risultano invece HLA -DQ2 negativi.

In uno studio di pazienti Svedesi ed Iraniani
con deficit di IgA circa il 38% risultava infatti
negativo per HLA -DQ2, o HLA -DQ8 (62). Nelle
linee guida ESPGHAN 2020 nei pazienti con
IgAD e positivita della t-TG2-1gG la biopsia
intestinale & considerata obbligatoria (40).
Non & stato infatti possibile derivare dalla
letteratura un valore sicuro di cut-off degli
anticorpi t-TG2-1gG capace di predirre la MC
nella IgAD (40). In tali linee guida non viene
fatta alcuna menzione sulla possibile utilita
della tipizzazione HLA. Riteniamo invece utile
proporre nei pazienti con IgAD e positivita
della t-TG2-1gG la tipizzazione HLA in modo da
risparmiare la biopsia agli individui negativi
per HLA -DQ2, o HLA -DQ8.

= Pazienti affetti da patologie
cromosomiche a rischio per
MC (S. di Down, S. di Turner, S.
Williams)

Le linee guida per la diagnosi della MC 2012
indicavano chiaramente in tali gruppi a rischio
per MC la tipizzazione HLA come test iniziale
di screening (39). Solo negli individui positivi
per HLA -DQ2, o HLA -DQ8 si raccomandava
lo screening sierologico periodico mediante
la t-TG2-IgA. Nelle linee guida 2020 tali
raccomandazioni hanno subito una modifica
e anche per tali condizioni la diagnosi nei
sintomatici o asintomatici senza eseguire la
biopsia duodenale puo essere formulata con
la sola sierologia (40). Comunque in questi
pazienti i sintomi gastroenterici possono
essere frequenti ma non necessariamente

legati alla MC (63). Inoltre & noto che la

MC puo decorrere negli stessi pazienti in
maniera silente (63), che alcuni sintomi
comunemente riscontrabili nella MC possono
essere erroneamente attribuiti per anni alla
stessa sindrome (64) e che la MC possa
insorgere anche in eta adulta (65). Quanto
evidenziato presuppone che tali pazienti,
siano essi sintomatici o asintomatici, debbano
essere sottoposti ad un follow-up sierologico
indefinito nel tempo, perché appartenenti a
gruppi a rischio, nella loro globalita inclusi
coloro che non ne avrebbero alcuna necessita.
Sembra pertanto piu razionale attenersi

in questi gruppi a rischio alle linee guida
ESPGHAN 2012 (39).

= Pazienti affetti da tiroiditi
autoimmuni

Recenti studi di metanalisi hanno confermato
una aumentata prevalenza di MC in

pazienti affetti da tiroidite di Hashimoto

(HT) raccomandando di conseguenza uno
screening per MC in tali pazienti (66). Poiché
I'associazione con HLA -DQ2, 0 HLA -DQ8 nella
HT non & cosi forte come nella MC (67, 68)
('HLA -DQ2.2 sembra conferire protezione,
I'HLA DQ2.5 avere una associazione debole

ai limiti della significativita e I'aplotipo HLA
-DRB1*04 fortemente associato & in LD con
I'HLA DQZ3 e non con il DQ8) (67, 68) riveste
importanza cruciale il poter escludere i pazienti
negativi per HLA -DQ2, o HLA -DQ8 da uno
screening sierologico a lungo termine. Riteniamo
pertanto razionale offrire questa opzione a
pazienti pediatrici ed adulti in follow-up per HT
come indicato nelle linee guida 2012 (39).



Anche nella malattia di Graves si rileva una
aumentata prevalenza di MC (69) per cui
anche in questa tireopatia autoimmune lo
screening sierologico per la MC & raccomandato
(69). Per quanto riguarda I'eventuale utilizzo
del test genetico per MC si rileva che tra gli
alleli maggiormente associati alla malattia di
Graves ritroviamo gli stessi presenti nella MC
in particolare I'HLA -DRB1*03:01 (in LD con
I'HLA -DQ2) e 'HLA -DQAT*05 (70) pertanto

la tipizzazione HLA in pazienti affetti da
malattia di Graves sara di scarsa utilita clinica
nell'escludere la MC.

Quindi, non si raccomanda la sua determinazione
per stabilire il rischio di MC nei pazienti affetti da
malattia di Graves.

= Pazienti con diagnosi di MC non
responsivi alla GFD

Circa il 7-30% dei pazienti celiaci adulti e il 25%
di quelli pediatrici sembrano avere una risposta
non soddisfacente alla GFD (71,72, 73). In un altro
studio, circa il 20% di tali pazienti con diagnosi di
MC e a GFD risultavano negativi per HLA -DQ2, o
HLA -DQ8 (42). Poiché nelle linee guida ESPGHAN
2020 ne la tipizzazione per HLA -DQ2, o HLA
-DQ8, ne la presenza di sintomi associabili a MC
sono obbligatori per formulare la diagnosi di MC
(40), & probabile che in futuro si ricorrera al test
genetico per MC in questi pazienti scarsamente
responsivi alla GFD per identificare diagnosi
errate legate a false positivita della t-TG2-IgA e
indicare un disturbo gastrointestinale funzionale
o altra patologia intestinale come responsabili
della sintomatologia.

= Pazienti con biopsia dubbia
eseguita per altre ragioni

Talvolta in pazienti che eseguono indagini
endoscopiche e biopsie del tratto intestinale
superiore per ragioni non legate alla diagnostica
della MC si possono evidenziare delle lesioni
istologiche che possono far parte del quadro
anatomo-patologico iniziale della MC, come ad
esempio l'aumento dei linfociti T intraepiteliali
(T-IELS). Poiché tali lesioni possono comparire
anche in un numeroso gruppo di altre patologie
inclusi casi di atrofia dei villi e sierologia negativa
per MC legati a danno di mucosa indotto da
farmaci (74, 75,76) una negativita per HLA -DQ2,
o HLA -DQ8 consente di escludere la MC dalla
diagnosi differenziale di tali patologie.

Possibile utilita del test di
tipizzazione HLA per MC per future
terapie di immunomodulazione

Di recente, la company Immusanl ha sospeso

il trial clinico in Fase 2 di Nexvax2® in pazienti
con MC perché, nonostante la somministrazione
del "vaccino” sia stata ritenuta sicura, la sua
efficacia nei confronti del danno della mucosa
duodenale non si discostava rispetto al placebo
(https://www.fiercebiotech.com/biotech/
immusant-cans-phase-2-celiac-trial-after-
interim-efficacy-review). La terapia consisteva
nella somministrazione sottocute di molecole
HLA - DQ2)5 caricate con differenti peptidi
provenienti dalle prolamine tossiche per il
paziente celiaco (77). Pili di recente, tra le varie
terapie possibili per le malattie autoimmuni
inclusa la MC si sta disegnando una terapia
basata sulla creazione di molecole costituite da

nanoparticelle rivestite di complessi MHC-
peptide dove sia 'MHC che il peptide sono
malattia-specifici (78, 79). Tali nanoparticelle
sarebbero capaci di legarsi in modo specifico
al recettore T di cellule CD4 positive inducendo
la trasformazione di T cellule effettrici (Teff) in
cellule T regolatorie (Treg). Le Treg a loro volta
sarebbero capaci di indurre immunotolleranza
specifica per quel determinato autoantigene
mantenendo l'integrita generale del sistema
immune (80, 81).

Segnaliamo che tali terapie innovative
immunomodulanti prima di essere sperimentate
negli esseri umani potranno finalmente avvalersi
di un modello murino della MC che dopo tanti
anni di ricerche & stato finalmente creato
(https://doi.org/10.1038/s41586-020-2003-8).

E evidente che i futuri pazienti affetti da MC

0 da altre malattie autoimmuni (sclerosi
multipla, diabete mellito insulino-dipendente)
sui quali impiegare questo tipo di terapie
immunomodulanti personalizzate dovranno

essere genotipizzati per HLA -DRB1 - DQAT e DQBI.

Raccomandazioni per la
metodologia di determinazione HLA
e la refertazione

La genotipizzazione deve determinare gli alleli
presenti ai loci DQAT e DQBI preferibilmente
con una risoluzione a 4 cifre. Nel referto (vedi
una serie di esempi di referto in Appendice)

la tipizzazione deve essere riportata in modo
aggiornato e chiaro (vedi la Tab. 1 per la
nomenclatura), e deve consentire, se si rileva
un genotipo positivamente associato alla MC,
di attribuire un rischio (vedi Fig. 1e Tab. 2).
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Se invece la genotipizzazione non rileva alleli
associati alla MC il referto potra riportare che
tale condizione esclude la MC e suggerisce
indagini per altre patologie. In altri termini
perché l'informazione genetica sia utilizzabile
dal clinico, anche se deve riportare la complicata
nomenclatura del sistema HLA, il referto deve
anche contenere una semplice informazione
dicotomica: il genotipo rilevato & associato o
non & associato alla MC e se & associato quale

¢ il rischio. Siamo consapevoli che lattribuzione
del rischio varia in funzione della popolazione

in esame e che ¢ sufficiente la positivita

per HLA DQ2 o DQ8 in un solo cromosoma
perché si sviluppi la MC, tuttavia lo status di
omozigosita per HLA -DQ2 (DQ2.5 0 DQ2.5/
DQ2.2) merita di essere conosciuto perché tali
pazienti probabilmente meritano un programma
di screening pili intensivo (28) anche per
linsorgenza di altre patologie autoimmuni (82).

Considerazioni sul costo del test
genetico HLA per MC

Il costo del test & relativamente elevato e per

la tipizzazione dei loci DQAT e DQBT ad alta
risoluzione si arriva a circa 300-350 € a seconda
della regione, un costo enormemente pill elevato
rispetto alla determinazione delle IgA totali e
della t-TG2-IgA corrispondente a circa 20-25 euro
a seconda della regione. Comunque il costo

della tipizzazione HLA per MC & decisamente
inferiore alla endoscopia con biopsie che, se
eseguita nel bambino, richiede anche il supporto
anestesiologico per un costo totale di circa
400-500 euro. All'esame occorre aggiungere la
valutazione anatomo-patologica su pill biopsie (4
dal duodeno distale e almeno una dal bulbo) (40)
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che a seconda delle colorazioni utilizzate puo
costare circa 100-150 euro. Ai costi sanitari
occorre aggiungere quelli sociali in giornate
di lavoro non svolte sia del paziente adulto
che del genitore o pit spesso di entrambe i
genitori, l'invasivita dell'esame, in particolare
per il paziente pediatrico e i rischi connessi
sia dell'esame che all'anestesia.

Il possibile utilizzo del test genetico per MC va
tenuto in considerazione dal clinico nell'iter
diagnostico della MC (Tab. 3), informando

il paziente e/o i genitori della sua utilita

come test di esclusione della MC e quindi

proponendolo non in modo indiscriminato ma
in casi selezionati.

In altri termini, significa condurre da parte del
medico di medicina generale o del pediatra

di libera scelta una vera e propria consulenza
genetica per una malattia poligenica
polifattoriale ad alta frequenza. Se il medico
per una serie di ragioni non si sentisse in
grado di effettuare tale consulenza genetica
si suggerisce l'invio del paziente ad un

centro di pi alto livello dotato di personale
medico e/o biologico capace di effettuare tale
prestazione.
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Tab. 1- Terminologia utilizzata

Locus (plurale: loci)

Allele

Polimorfismo

Omozigote

Eterozigote

Aplotipo

Genotipo

Eterodimero

Una particolare sequenza nucleotidica ad un determinato locus

La posizione occupata dal gene sul cromosoma

Polimorfismi nella sequenza di un gene allo stesso locus. In un
individuo diploide, possono essere presenti al massimo due
alleli diversi

Variazioni nella sequenza nucleotidica di un determinato locus tra
gliindividui (determina pit di un allele a quel locus)

Presenza di alleli con la stessa sequenza nucleotidica allo stesso
locus su cromosomi omologhi (Es. HLA -DQB1*02:01/DQB1*02:01)

Presenza di alleli con differente sequenza nucleotidica allo stesso
locus su cromosomi omologhi (Es. HLA -DQB1*02:01/DQBT1*03:02)

Geni ereditati insieme su un determinato segmento cromosomico
(Es. HLA -DQAT*05:01/DQB1*02:01). Nell'MHC si riscontrano con
una certa frequenza per un forte linkage disequilibrium aplotipi
estesi talvolta dal locus A sino al locus DQB. Es. Al, Cw7, B8, DR3,
DQ2 presente in Nord Europa oppure A30, Cw5, B18, DR3, DQ2
presente nella popolazione Sarda

Costituzione genetica di un individuo. Es. di un genotipo HLA - A1,
Cw7, B8, DR3, DQ2/ -A30, Cwb, B18, DR3, DQ2

Geni localizzati sullo stesso cromosoma (Es. HLA -DQAT*03:01
-DQBT1*03:02, codificante per la molecola HLA -DQ8)

Geni localizzati su cromosomi opposti (Es. HLA -DQAT*05:05-
DQB1*03:01/ -DQAT*02:01-DQB1*02:02. In neretto sono indicati i
geni che consentono la formazione dell'eterodimero HLA -DQ2 in
trans, vedi anche Fig. 1)

Complesso proteico costituito da due differenti subunita (Es.
catena a e catena (8 dell'HLA -DQ2)

Codominanza

Linkage disequilibrium

Nomenclatura HLA-
figura esplicativa

Sia i geni materni che quelli paterni sono espressi. Questo
consente ad es. la formazione dell'eterodimero HLA -DQ2 in trans

Associazione non casuale di alleli a loci differenti in una data
popolazione

Campo 4
utilizzato per indicare differenze
nucleotidiche in regioni non-codificanti

Trattino usato per separare
il prefisso HLA dal nome del gene

Separatore  Separatori dei campi
T 1

HLA-DQB1*£:%:%:03N

Prefisso HLA  Gene/locus l l
Campo1 Suffisso utilizzato
Gruppo di alleli per indicare differenze
in espressione
Campo 2
Specifica
proteina HLA
Campo 3

utilizzato per indicare

una sostituzione del
DNA sinonima all'interno
della regione di codifica
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Tab. 2 - Genotipi HLA DQ permissivi per la MC

HLA (genotipo) HLA (eterodimero) CD (673) Controlli (627) “--m

DQAT*05-DQBT*02:01/ DQAT*05-DQB1*02:01 DQ2.5/DQ2.5 143 31 52 3.7-17 0.0001 Alto
DQAT*05-DQBT*02:01/ DQAT*0201-DQB1*02:02 DQ2.5/DQ2.2 97 19 5.2 34-89 0.0001 Alto
DQAT*03:01-DQBT*03:02/ DQAT*03:01-DQB1*03:02 DQ8/DQ8 9 2 4.2 0.9-19.6 0.06 Alto
DQAT*05-DQB1*02:01/ DQAT*03:01-DQB1*03:02 DQ2.5/DQ8 59 21 2.7 1.6-4.6 0.0001 Moderato
DQAT*03:01-DQBT1*03:02/DQAT*X-DQBT*X DQ8/X 56 23 2.3 14-3.9 0.0006 Moderato
DQAT*05-DQBT1*03:01/ DQAT*0201-DQB1*02:02 DQ2.5 frans 37 20 17 1-3 0.0448 Basso
DQAT*05-DQBT*03:01/ DQAT*X-DQB1*X DQ2.5 cis 235 160 15 1.2-2 0.0002 Basso
DQAT*0201-DQB1*02:02/ DQAT*X-DQB1*X DQ2.2/X 21 4 0.46 0.2-0.7 0.004 Basso
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Tab. 3 - Situazioni cliniche per le quali proporre il test genetico HLA per celiachia

Condizione

Familiari di primo grado di un
probando celiaco

Negativita per HLA -DQ2,

o HLA-DQ8

Consente di limitare il follow-up
sierologico periodico ai soli positivi

Appendice

Individui a GFD che non hanno

eseguito la determinazione della TtG-

IgA prima di intraprendere la dieta

Consente di escludere la MC come
causa dei sintomi gastroenterici
indipendentemente dalla risposta
clinica alla GFD

Individui con persistente positivita a
basso titolo della TtG-IgA

Consente di definire
inequivocabilmente i falsi positivi
anche nei familiari di primo grado

Nei pazienti con biopsia dubbia
eseguita per altre ragioni

Prima della di un probando celiaco con ridotto

Biopsia apporto di glutine
Individui con deficit totale di IgA Consente di escludere la MC
Pazient aff.etn da pqtologle Consente di limitare il follow-up
cromosomiche ¢ a rischio per MC (S. sierologico periodico ai soli positivi
di Down, S. di Turner, S. Williams ) gicop P
Tiroidite autoimmune di Hashimoto Clonsentle di Iqulta_re |IfloII0\.N-upl -

sierologico periodico ai soli positivi
Pazienti con diagnosi di MC non por]s:ente di espluderg laMCe
L indirizzare la diagnosi verso altre

responsivi alla GFD tologi

Dopo la patologie

biopsia

Consente di indirizzare la diagnosi
verso patologie differenti dalla MC

FAC-SIMILE REFERTO

Test di tipizzazione molecolare HLA di Classe Il

per valutazione del rischio malattia celiaca

Cognome e Nome

Dataeluogodinascita . .. ...
Sesso

CF

Medico richiedente

Strutturarichiedente. .
Richiesta

Tipo di Campione: Sangue Periferico

Provenienza Campione: esempio: SSN - Struttura interna

Indicazione al test: Sospetta celiachia

Metodi utilizzati: PCR-SSP bassa risoluzione

Loci HLA testati: DQAT-DQBI

Sensibilita e specificita analitica del test: 99%

Risultato: Lindagine molecolare ha evidenziato la presenza del seguente
genotipo: XXX (vedi Tab. 4).

Interpretazione del risultato: Genotipo HLA associato a rischio genetico XXX (alto/
moderato/basso, vedi Tab. 4) per Celiachia. La presenza di un genotipo a rischio
ha un basso valore predittivo positivo e non permette la diagnosi di celiachia che
deve invece essere formulata con esami immunologici e/o clinici.

Luogo e data

Il responsabile Il responsabile
del test del Laboratorio




Tab. 4: Casi di Risultati e di loro Interpretazione
(riferirsi alla Tab. 2 per i genotipi e il rischio)

Risultato del Genotipo Interpretazione del risultato

HLA -DQAT*05:01-
DQB1*02:01/DQAT*05:01-
DQBT*02:01

HLA DQ2.5 omozigote.

Genotipo HLA associato a rischio genetico alto per Celiachia.

HLA -DQAT*05:01-
DQB1*02:01/DQAT*01:02-
DQB1*05:02

HLA DQ2.5 cis (eterozigote).

Genotipo HLA associato a rischio genetico basso per Celiachia.

HLA -DQAT*02:01-
DQB1*02:02/DQAT*05:05-
DQBT*03:01

HLA DQ2.5 trans (eterozigote).

Genotipo HLA associato a rischio genetico basso per Celiachia.

HLA -DQAT*05:01-
DQB1*02:01/DQAT*02:01-
DQB1*02:02

HLA DQ2.5/DQ2.2 (DQ2 omozigote).

Genotipo HLA associato a rischio genetico alto per Celiachia.

HLA -DQAT*03:01-
DQB1*03:02/DQAT*03:01-
DQB1*03:02

HLA DQ8 omozigote.

Genotipo HLA associato a rischio genetico alto per Celiachia.

HLA -DQAT*01:01-
DQBT*01:02/DQAT*01:02-
DQBT1*05:02

HLA DQ2.5, DQ2.2 e DQ8 negativi.
Genotipo HLA non associato a rischio genetico per Celiachia.

Tale condizione esclude la malattia celiaca e suggerisce indagini
per altre patologie.
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Risultato del Genotipo Interpretazione del risultato

HLA -DQAT*05:05-
DQB1*03:01/DQAT*01:02-
DQB1*05:02

HLA DQ2.5, DQ2.2 e DQ8 negativi ma con presenza di HLA
DQ75 (mezzo eterodimero).

Genotipo HLA associato molto raramente alla malattia celiaca
con un rischio e un valore predittivo positivo bassissimi che
non permette la diagnosi di celiachia che deve invece essere
formulata con esami immunologici e/o clinici e la dimostrazione
inequivocabile della glutine dipendenza del danno intestinale.

HLA -DQAT*03:01-
DQB1*02:02/DQAT*01:02-
DQB1*05:02

HLA DQ2.5, DQ2.2 e DQ8 negativi ma con presenza di HLA
DQ2.3 (mezzo eterodimero).

Genotipo HLA associato molto raramente alla malattia celiaca
con un rischio e un valore predittivo positivo bassissimi che
non permette la diagnosi di celiachia che deve invece essere
formulata con esami immunologici e/o clinici e la dimostrazione
inequivocabile della glutine dipendenza del danno intestinale.
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