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Rezumat

Introducerea glutenului in copilarie, agentii infectiosi §i caracteristicile socio-
economice, precum §i prezenta antigenilor umani de histocompatibilitate (HLA) DQO?2
si/sau haplotipuri DQS8 sau variatiile genetice in mai multe gene non-HLA contribuie
la dezvoltarea bolii celiace. Studii asupra implicarii HLA-DQ2/DQS8 in boala celiaca
la copil in Romdnia nu au fost raportate.

Pacienti si metodd. Am efectuat la 37 copii cu boala celiaca confirmata si la
9 rude de gradul intai ale acestora, serologic negativi pentru boala celiaca, tipizarea
HLA-DQ2/DQS8 prin PCR (polymerase chain reaction).

Rezultate. Testarea genetica ne releva o prevalenta de 75,6% (28 pacienti)
cu predominanta haplotipurilor DR3-DQ2 si DR3-DQ2/DR3-DQ2 si a alelelor
DQA1*0501 si DOB1*0201 la lotul de studiu si o prevalenta de 77,8% (7 pacienti) cu
predominanta haplotipului DR4-DQS8, alelele DQAI1*0301 si DOBI1*0302 la rudele
copiilor cu boala celiaca.

Concluzii. Pozitivitatea crescutd a testelor genetice demonstreaza predispo-
zifia crescutd a acestora in identificarea factorilor de risc la copiii cu boala celiaca,
dar §i la rudele acestora.

Cuvinte cheie: antigeni de histocompatibilitate, factori de risc, boala celiaca
la copii.

HISTOCOMPATIBILITY RISK ANTIGENS IN CELIAC DISEASE IN
CILDREN

Abstract

The introduction of a gluten diet in childhood, the infectious agents and
socio-economic characteristics, as well as the presence of human histocompatibility
antigens (HLA) DQ2/DQOS8 haplotypes or genetic variations in several non-HLA genes,
contribute to the development of celiac disease. No studies on the implication of HLA-
DQ2/DQS in celiac disease in children have been reported in Romania.

Pacients and method. We performed in 37 children with confirmed celiac
disease and in a group of 9 first degree relatives of these, serologically negative for
celiac disease, HLA-DQ2/DQ8 typing by PCR (polymerase chain reaction).

Results. Genetic testing reveals a prevalence of 75.6% (28 patients) with the
predominance of DR3-DQ2 and DR3-DQ2/DR3-DQ2 haplotypes and DQAI*0501
and DOBI1*0201 allele in study group and a prevalence of 77.8% (7 patients) with the
predominance of DR4-DQ8 haplotype and DQOAI1*0301 and DQB1*0302 alleles in
relatives of children with celiac disease.

Conclusions. The increased positivity of genetic tests demonstrates the
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increased predisposition of these in the identification of risk factors in celiac disease
in children and in their relative.
Keywords: histocompatibility antigens, risk factors, celiac disease in

children.

INTRODUCERE

Prevalenta bolii celiace a fost raportata pana la 2%
in America si Europa. Cu toate acestea, exista grupuri
specifice cu risc ridicat, care au o prevalentd mai mare a
bolii. Factorul de risc cel mai important pentru boala celiaca
este prezent la rudele de gradul intai, in special daca poarta
HLA-DQ2/DQS8. Schimbarile structurale in arhitectura
intestinului subtire, Impreuna cu modificarile functionale
de permeabilitate, pot sa apara chiar la rudele de gradul
intai asimptomatice. Acestea prezinta, de asemenea, riscul
altor afectiuni autoimune, precum si riscul limfomului
intestinal [1].

Cele mai recente studii in acest sens le gasim pe
continentul american, unde se arata ca esecul de a detecta
boala celiaca la grupurile de risc, cuplat cu neputinta de a
trata boala, poate duce la o crestere a morbiditatii, cu un
risc al mortalitatii de aproape 4 ori mai mare [2]. De
asemenea, se descrie faptul ca, desi riscul limfomului pare
sa fi scazut in ultimele 4 decenii, persoanele cu un frate
afectat de celiachie prezintd totusi un risc crescut de lim-
fom [3]. Pe continentul european, in Olanda, se raporteaza
o incidenta a bolii celiace asociata cu limfomul T intestinal
de 1 la 1 milion de persoane [4]. Aceeasi cercetatori [5]
relateazad un grup mic de pacienti cu boala celiaca (2-5%),
care nu reusesc sa se Imbunatiteasca din punct de
vedere clinic si histologic, dupd eliminarea glutenului
din alimentatie. Aceasta forma este mentionatd ca boala
celiacad refractara si impune un risc serios de a dezvolta
o enteropatie letala, asociatd cu limfom limfocitar T.
Ca atare, diagnosticul bolii celiace de la varsta de copil
prezinta o deosebita importanta in preventia complicatiilor
pe termen lung. Se estimeaza ca peste 98% din persoanele
cu boala celiacad poseda moleculele DQ2 si DQ8 [6]. Daca
un pacient suspect de boala celiaca prezinta testele gene-
tice negative pentru DQ2 si DQ8 este putin probabil sa
aiba boala celiaca. Ca atare, medicul clinician trebuie sa
se orienteze spre alte diagnostice [7], lucru confirmat si de
alte studii [8], care afirma ca testarea TgA-IgA si EmA-IgA
sunt cele mai sensibile teste serologice in boala celiaca, dar
un rezultat negativ pentru HLA-DQ exclude diagnosticul.
Ultimul consens in boala celiaca, din anul 2008, desfasurat
sub egida Federatiilor Internationale a Societatilor de
Gastroenterologie, Hepatologie si Nutritic Pediatrica
[9] reitera acest fapt, afirmand ca tipizarea HLA DQ?2 si
DQ8 prezinta sensibilitate mare, specificitate redusa, dar o
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valoare predictiva pozitiva scazuta si o valoare predictiva
negativa crescuta pentru boala celiaca.

Scopul studiului

in acest sens am identificat potentialii factori
genetici de risc, respectiv HLA-DQ2/DQS, la copii cu
boala celiaca si boli asociate acesteia, precum si la rudele
de gradul intai, respectiv frai, surori, negativi serologic
pentru boala celiaca.

MATERIAL SI METODA

Cercetarea s-a efectuat pe parcursul anului
2010, in cadrul Laboratorul Clinic de Imunologie si
Gastroenterologie din cadrul Spitalului Clinic de Urgenta
pentru Copii Cluj-Napoca, Clinica Pediatrie II, unde s-a
efectuat testarea serologica pentru boala celiaca si extractia
ADN-ului, in colaborare cu Departamentul de Diagnostic
Biologie Moleculara, Imunologie, HLA si Virusologie
din cadrul Institutului Clinic Fundeni, unde s-au efectuat
determinarile genetice HLA. Tipul studiului a fost analitic
observational.

Pacienti

Lotul studiat a cuprins un esantion de 37 copii,
diagnosticati cu boala celiaca si 9 frati si surori ai acestora,
gasiti negativi serologic pentru boald celiaca. Distributia
pe sexe a lotului a fost: 10 baieti (27%) si 27 fete (73%).
Testarea a cuprins determinarea prin PCR (polymerase
chain reaction) a antigenilor de histocompatibilitate HLA.

Diagnosticul de boala celiacd la pacientii din lotul
nostru s-a pus pe baza procedurii de screening serologic si
a unei biopsii intestinale. Examenul histologic al biopsiei
intestinale a confirmat sau a exclus diagnosticul de boala
celiaca.

Metoda

Testele serologice au fost furnizate de INOVA
Diagnostics Inc. (San Diego, USA). EmA-IgA au fost
determinati prin imunofluorescentd indirecta, utilizand
ca substrat sectiuni de tesut de mucoasa esofagiana de
maimuta, gata tipizate. Citirea s-a efectuat la microscopul
cu fluorescenta Olympus CX31. TgA-IgA au fost eviden-
tiati prin reactii ELISA, cu ajutorul analizorului ELISA
Chem Well 2910 Awareness Technology Inc., iar rezulta-
tele obtinute au fost validate doar dupa verificarea
controlului intern al calitatii.

Kiturile de extractie a ADN si kitul pentru tipiza-
rile HLA au fost produse de Inno-Train Diagnostik
(Germania). S-au folosit kituri PROTRANS Domino
System HLA, care determind urmatoatele haplotipuri
specifice bolii celiace: 1. Pattern 1 DR3-DQ2 si Pattern
5 DR4-DQ8 ca haplotipuri singure; 2. Pattern 2 DR3-
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DQ2/DR3-DQ2 ca doua haplotipuri identice homozigote;
3. Pattern 3 DR3-DQ2/DR7-DQ2 si Pattern 4 DR5-DQ7/
DR7-DQ2 ca si combinatii de doud haplotipuri.

REZULTATE

I. Caracteristicile demografice si clinice ale
subiectilor studiati

Aria geografica de acoperire a cuprins pacienti din
judetul Clyj si judetele din zona de nord-vest si centrala
a Transilvaniei; Maramures, Sélaj, Bistrita-Nasaud, Satu-
Mare, Bihor, Alba, Mures, Brasov, Hunedoara, Harghita,
Suceava (Tabel 1).

Tabel 1. Distributia geografica a pacientilor.

Judet Numar Frecvente Frecvente relative
cazuri relative (%) cumulate ascendent
AB 6 16.2 16.2
AR 1 2.70 18.9
BH 1 2.70 21.6
BN 2 5.40 27
BV 1 2.70 29.7
(@] 13 35.1 64.8
HD 1 2.70 67.5
HR 2 5.40 72.9
MH 1 2.70 75.6
MM 4 10.9 86.5
SI 2 5.40 91.9
SM 2 5.40 97.3
SV 1 2.70 100
Total 37 100

Caracteristicile clinice ale lotului nostru au cuprins
in mare parte pacienti cu boala celiaca veche, monitorizati

Tabel 3. Rezultate tipizari haplotipuri pacienti cu boala celiaca.

serologic pentru respectarea regimului fard gluten, dar si
pacienti cu boli/conditii asociate, ca diabet zaharat tip I si
artritd reumatoida juvenild (Tabel 2).

Tabel 2. Lot pacienti.

Diagnostic Nr. pacienti
Boala celiaca 30
Boala celiaca asociata cu diabet zaharat tip | 4
Boala celiacd asociata cu artritd juvenild 2
Boala celiacd asociata cu sindrom hipovolemic 1
Total pacienti 37

I1. Rezultatele la pacientii cu boala celiaca

Pattern 1 DR3-DQ2 a fost identificat la 7 pacienti.
Pattern 2 DR3-DQ2/DR3-DQ2 a fost identificat la 6
pacienti. Pattern 3 DR3-DQ2/DR7-DQ?2 a fost identificat la
un pacient. Pattern 4 DR5-DQ7/DR7-DQ?2 a fost identificat
la 4 pacienti. Pattern 5 DR4-DQS8 a fost identificat la 2
pacienti. De asemenea, 2 pacienti au prezentat o combinatie
intre pattern 1 si pattern 5, DR3-DQ2/DR4-DQS8, care
sustine diagnosticul serologic de boala celiaca, 1 pacient a
prezentat pattern-ul DR5-DQ7, care a exclus diagnosticul
de boala celiaca, iar la 4 pacienti nu a fost identificat nici un
pattern specific bolii celiace (Tabel 3).

ITI. Rezultatele la pacientii cu boala celiaca si
boli/conditii asociate

Pattern 2 DR3-DQ2/DR3-DQ2 a fost identificat
la 2 pacienti cu boala celiaca si diabet zaharat tip I fara
complicatii. Pattern 4 DR5-DQ7/DR7-DQ?2 a fost identi-
ficat la 1 pacient cu boala celiaca si diabet zaharat tip 1

. Haplotip 1 Haplotip 2 .
Pacient DRBI* DE) A 1?,( DOB I~ DRBI* Dt()) Alll DOBI* Corespondent serologic
1 030 0501 020 0301 050 0201 DR3-DQ2/DR3-DQ2
2 030 0501 020 0301 050 0201 DR3-DQ2/DR3-DQ2
3 11/12 0505 030 07 020 0202 DR5-DQ7/DR7-DQ2
4 0301 0501 0201 - - - DR3-DQ2
5 0301 0501 0201 - - - DR3-DQ2
6 0301 0501 0201 - - - DR3-DQ2
7 0301 0501 0201 - - - DR3-DQ2
8 11/12 0505 0301 07 0201 0202 DR5-DQ7/DR7-DQ2
9 - - - - - - negativ
10 11/12 0505 0301 07 0201 0202 DR5-DQ7/DR7-DQ2

1 04 0301 0302 - - - DR4-DQS8
12 - - - - - - negativ

3 0301 0501 0201 07 0201 0202 DR3-DQ2/DR7-DQ2

4 04 0301 0302 - - - DR4-DQS8

5 - - - - - - negativ

6 0301 0501 0201 0301 0501 0201 DR3-DQ2/DR3-DQ?
17 0301 0501 0201 0301 0501 0201 DR3-DQ2/DR3-DQ?2
18 0301 0501 0201 04 0301 0302 DR3-DQ2/DR4-DQ8
19 0301 0501 0201 04 0301 0302 DR3-DQ2/DR4-DQ8
20 - - - - - - negativ
21 11/12 0505 0301 07 0201 0202 DR5-DQ7/DR7-DQ2
22 0301 0501 0201 0301 0501 0201 DR3-DQ2/DR3-DQ2
23 0301 0501 0201 0301 0501 0201 DR3-DQ2/DR3-DQ2
24 0301 0501 0201 - - - DR3-DQ2
25 0301 0501 0201 - - - DR3-DQ2
26 11/12 0505 0301 - - - DR5-DQ7 (negativ)
27 0301 0501 0201 - - - DR3-DQ2
28 0301 0501 0201 - - - DR3-DQ2
29 - - - - - - negativ
30 - - - - - - negativ

Clujul Medical 2011 Vol. 84 - nr. 2

271



272

Imunologie

fard complicatii. Pattern 5 DR4-DQ8 a fost identificat la
1 pacient cu boala celiaca si artritd juvenild cu localizari
multiple. De asemenea, 1 pacient cu boala celiaca si diabet
zaharat tip I cu control slab a prezentat o combinatie intre
pattern 1 si pattern 5, DR3-DQ2/DR4-DQS8, care sustine
diagnosticul serologic de boala celiaca, iar 2 pacienti cu
boala celiaca asociatd cu sindrom hipovolemic si artrita
juvenild cu localizari multiple nu au prezentat nici un
pattern specific bolii celiace (Tabel 4).

IV. Rezultatele la rudele pacientilor negativi
serologic pentru boala celiaca

Pattern 2 DR3-DQ2/DR3-DQ?2 a fost identificat la
2 pacienti. Pattern 4 DR5-DQ7/DR7-DQ?2 a fost identificat
la 1 pacient. Pattern 5 DR4-DQS8 a fost identificat la 3
pacienti. De asemenea, un pacient a prezentat o combinatie
intre pattern 1 si pattern 5, DR3-DQ2/DR4-DQ8, care ne-a
indreptat spre un diagnostic de boala celiaca, un pacient a
prezentat pattern-ul DR5-DQ7, care a exclus diagnosticul
de boala celiaca, iar la 1 pacient nu a fost identificat nici un
pattern specific bolii celiace (Tabel 5).

V. Analiza statistica de ansamblu a lotului

e Analiza pattern-urilor ne releva o prevalentd de
22% (8 pacienti) Pattern 1 DR3-DQ2, 22% (8 pacienti)
Pattern 2 DR3-DQ2/DR3-DQ2, 3% (1 pacient) Pattern
3 DR3-DQ2/DR7-DQ2, 14% (5 pacienti) Pattern 4 DR5-
DQ7/DR7-DQ2, 8% (3 pacienti) Pattern 5 DR4-DQS, 8%
(3 pacienti) au prezentat o combinatie intre pattern 1 si
pattern 5, DR3-DQ2/DR4-DQ8, restul de 23% (9 pacienti)
fiind negativi. Clasificarea genotipica ne arata o prevalenta
de 30% (11 pacienti) haplotipuri singure, 22% (8 pacienti)
haplotipuri homozigote, 16% (6 pacienti) haplotipuri
heterozigote si 8% (3 pacienti) haplotipuri noi, restul de
32% (9 pacienti) fiind negativi.

e Analiza antigenilor leucocitari DR

- analiza haplotipului 1 corespunzator pattern-urilor
determinate ne arata o prevalentd de 54.05% a DR3, 8.11%
DR4, 16.22% DRS, restul de 21.62% fiind negativi,

- analiza haplotipului 2 corespunzator pattern-urilor
determinate ne arata o prevalentd de 21.62% a DR3, 8.11%
DR4, 16.22% DR7, restul de 54.05% fiind negativi;

e Analiza antigenelor leucocitare DQ

- analiza haplotipului 1 corespunzator pattern-urilor
determinate ne arata o prevalenta de 54.05% DQ2 format
din alela DQA1*0501 si alela DQB1*0201, 8.11% DQS8
format din alela DQA1*0301 si alela DQB1%0302, 16.22%
DQ7 format din alela DQA1*0505 si alela DQB1*0301,
restul de 21.62% fiind negativi;

- analiza haplotipului 2 corespunzator pattern-
urilor determinate, arata o prevalenta de 21.62 DQ2 format
din alela DQA1*0501 si alela DQB1*0201, 16.21% DQ2
format din alela DQA1*0201 si alela DQB1*0202, 8.11%
DQS8 format din alela DQA1*0301 si alela DQB1*0302,
restul de 54.05% fiind negativi.

DISCUTIIL

Predispozanta geneticd manifestatd prin DQ2
(respectiv prezenta pattern-urilor DR3-DQ2, DR3-DQ2/
DR3-DQ2, DR3-DQ2/DR7-DQ2, DR5-DQ7/DR7-DQ2)
a fost prezenta la 22 pacienti (61 %), In timp ce pentru
DQ8 (respectiv prezenta pattern-ului DR4-DQ8) a fost
observata la 3 pacienti (8%). De asemenea, la 3 pacienti
(8%) a fost prezentd o combinatie intre HLA-DQ2 si
HLA-DQS8 (respectiv intre pattern 1 si pattern 5, DR3-
DQ2/DR4-DQ8), iar la 9 pacienti (23%) cu boala celiaca
confirmatd serologic si prin biopsie duodenald nu s-a
evidentiat DQ2 si DQS. Clasificarea genotipica si analiza
antigenilor leucocitari ne releva o prevalenta predominanta
a haplotipurilor singure si a DR3 si DQ2 format din alela
DQA1*0501 si alela DQB1*0201.

Implicarea antigenilor umani leucocitari DQ2

Tabel 4. Rezultate tipizari haplotipuri pacientii cu boala celiaca si boli/conditii asociate.

. Haplotip 1 Haplotip 2 .
Pacient —peeTs Dg Al f DOBI* DRBI* DI()) Altz" DOBI* Corespondent serologic
1 - - - - - -

2 B B B B B B

3 04 0301 0302 - - - DR4-DOS8

4 11/12 0505 030 07 0201 0202 DR5-DQ7/DR7-DQ2
5 030 050 020 0301 050 020 DR3-DQ2/DR3-DQ?2
6 030 050 020 0301 050 020 DR3-DQ2/DR3-DQ?2
7 030 050 020 04 030 0302 DR3-DQ2/DR4-DO8

Tabel 5. Rezultate tipizari haplotipuri rude pacienti negativi serologic pentru boala celiaca.

. Haplotip 1 Haplotip 2 -

Pacient DRBI* DIE) Alt:‘ DOBIL* DRBI* D[()) Altzk DOBI* Corespondent serologic
1 301 0501 020 0301 0501 0201 DR3-DQ2/DR3-DQ2

2 /12 0505 030 - - - DR5-DQ7

3 /12 0505 030 07 0201 0202 DR5-DQ7/DR7-DQ2

4 4 030 0302 - - - DR4-DOS8

5 04 030 0302 - - - DR4-DOQS8

6 0301 050 0201 04 0301 0302 DR3-DQ2/DR4-DQ8

7 - - - - - - negativ

8 04 0301 0302 - - - DR4-DQS8

9 0301 0501 0201 0301 0501 0201 DR3-DQ2/DR3-DQ2
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si DQS in boala celiacd este cunoscutd si reiterata [10],
boala celiaca fiind descrisa ca o afectiune multifactoriala,
rezultata din interactiunea HLA-DQAI si variantele genei
HLA-DQBI, cunoscute ca fiind asociate cu susceptibilita-
tea la celiachie [11]. Cunoasterea HLA-DQ este importan-
ta si pentru dezvoltarea terapiilor de viitor, care vor ridica
insd multe discutii critice, cum ar fi inhibarea peptidelor
glutenice de catre antagonisti ai HLA-DQ [12].

Totusi, la pacientii negativi pentru DQ2 si DQ8
se ridicd unele probleme. Datoritda complexitatii acestei
boli, recent s-a propus un nou algoritm diagnostic [13],
in care lipsa DQ2 si DQ8 nu ar exclude diagnosticul de
boala celiaca. Ei sugereaza ca diagnosticul bolii celiace sa
fie confirmat daca cel putin 4 dintre urmatoarele 5 criterii
sunt 1ndeplinite: (1) simptomele tipice ale bolii celiace,
(2) pozitivitatea serologicad a claselor de imunoglobuline,
(3) o clasa de autoanticorpi specifici bolii celiace la
titru nalt, (4) antigeni umani leucocitari DQ2 sau DQS,
(5) diagnosticul bolii celiace prin biopsia mucoasei intes-
tinului subtire si raspuns la dieta fara gluten.

La rudele de gradul intai ale copiilor cu boald
celiacd, un studiu recent [14], evaluand prevalenta HLA
DQ2/8, observa cd un total de 85% din rudele de gradul
intai au fost pozitive pentru HLA DQ?2, prezentand riscul
dezvoltarii bolii celiace. Aceste date sunt confirmate de
studiul nostru, 7 pacienti din lotul de 9 avand haplotipul
DQ2 si DQ8, ceea ce ne determind, cu toate costurile ridi-
cate ale metodei, sd propunem introducerea unui program
de screning genetic al bolii celiace la acesti pacienti.

CONCLUZII

Studiul releva variabilitatea genotipicd a haplo-
tipurilor cu factor de risc pentru boala celiaca, confirmata
prin tipizarea de haplotipuri cunoscute cu predominanta
DQ2, dar si prin descoperirea de noi combinatii de
haplotipuri. Tipizarea HLA ramane testul cel mai fidel
in identificarea factorilor de risc, respectiv a prezentei
DQ2 si DQS, in scop diagnostic si prognostic In boala
celiaca la copil. Rudele copiilor cu boala celiaca, desi au
testele serologice negative pentru boala celiaca, datorita

prezinta riscul dezvoltarii limfomului intestinal.
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