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ABSTRACT

Background: Bullous pemphigoid is the most frequent cutaneous autoimmune disease: it is
prevalent in elderly people, and it is caused by the production of IgG autoantibodies directed against
the hemidesmosomal proteins BP180 and BP230. The clinical presentation is characterized by
subepidermal blisters associated with severe itching, and the diagnosis is made by direct and
indirect immunofluorescence, ELISA test, and histopathological examination.

The role of HLA-DQA1 and HLA-DQBI1 genes in the pathogenesis of celiac disease has been
extensively investigated; however, not much is known regarding their role in other autoimmune
conditions, including bullous pemphigoid: in the recent literature only a few studies are available on

this topic.

Aim of the study: The aim of our study was to assess HLA-DQ genes in subjects with a diagnosis of
bullous pemphigoid. To acheive this objective we measured the frequency of HLA-DQAT1 and
DQBI1 alleles and haplotypes in a sample of subjects with bullous pemphigoid.

Materials and methods: We enrolled a sample of 52 patients with bullous pemphigoid; molecular
biology studies using whole blood samples have been carried out for the evaluation of the HLA

alleles of these patients, based on a multiparameter analysis using EUROArray.

Results: The results show a frequency of HLA-DQAT1*05 gene equal to 82.69%, therefore higher
than that observed by literature in healthy Caucasian patients; in this case, in fact, the frequency of
the same gene is 13.16%.

Conclusions: Our results also agree with previous studies, which also showed an increased
frequency of HLA-DQA1*05 allele in Caucasian patients with bullous pemphigoid. It is therefore
hoped that further studies will be carried out on a broader patient population, to confirm our

preliminary results.



SINOSSI

Background: Il pemfigoide bolloso ¢ la piu frequente delle patologie autoimmuni bollose cutanee,
prevalente in soggetti anziani e causata dalla produzione di autoanticorpi IgG rivolti contro le
proteine emidesmosomiali BP180 e BP230. La clinica si caratterizza per la comparsa di bolle
subepidermiche associate a un grave prurito, e la diagnosi ¢ posta mediante immunofluorescenza
diretta e indiretta, test ELISA, ed esame istopatologico. Il ruolo dei geni HLA-DQA1 e HLA-DQBI1
¢ stato ampiamente studiato nella patogenesi della celiachia ma poco ¢ noto in relazione ad altre
patologie autoimmuni, come il pemfigoide bolloso: in letteratura, infatti, si hanno solo pochi studi

per quanto riguarda le patologie bollose, di recente pubblicazione.

Scopo dello studio: Lo scopo del presente studio ¢ la valutazione dei geni HLA-DQ in soggetti
affetti da pemfigoide bolloso. Per raggiungere tale scopo ¢ stata valutata la frequenza degli alleli e

degli aplotipi HLA-DQA1 e HLA-DQBI in un campione di individui con diagnosi di BP.

Materiali e metodi: E stato reclutato un campione di 52 pazienti affetti da pemfigoide bolloso; per la
valutazione degli alleli HLA di tali pazienti sono stati eseguiti studi di biologia molecolare, a partire

da campioni di sangue intero, basati su un’analisi multiparametrica tramite EUROATrray.

Risultati: I risultati mostrano una frequenza del gene HLA-DQA1*05 pari all’82,69%, dunque
superiore a quella che si osserva dalla letteratura in pazienti sani caucasici; in questo caso infatti la

frequenza del medesimo gene ¢ del 13,16%.

Conclusioni: Tali risultati sono inoltre concordi con precedenti studi svolti, che egualmente avevano
evidenziato un’aumentata frequenza dell’allele HLA-DQA1*05 in pazienti caucasici affetti da
pemfigoide bolloso. Si auspica dunque che ulteriori studi saranno svolti su un campione pit ampio

di soggetti, per fornire conferma dei nostri risultati preliminari.



INTRODUZIONE

1. MALATTIE BOLLOSE AUTOIMMUNI

Le malattie bollose autoimmuni comprendono le patologie del gruppo del pemfigo e del
pemfigoide, condizioni mediate dallo sviluppo di autoanticorpi IgG contro, rispettivamente, le
componenti dei desmosomi e degli emidesmosomi, molecole di adesione espresse a livello cutaneo
e mucoso. Da cid ne deriva un’eruzione bollosa cutanea e/o mucosale [1].

Nello specifico, i desmosomi mediano 1’adesione tra cheratinociti adiacenti, mentre gli
emidesmosomi tra cheratinociti € derma sottostante; conseguentemente, nel pemfigo, vista la
presenza di autoanticorpi contro i desmosomi si osserva un clivaggio intraepidermico, mentre nel
pemfigoide, dove si riscontrano autoanticorpi rivolti contro gli emidesmosomi, il clivaggio ¢
subepidermico.

La diagnosi ¢ clinica, supportata da biopsia, immunofluorescenza diretta, mediante cui si ricercano
autoanticorpi tissutali, e immunofluorescenza indiretta, per la valutazione degli autoanticorpi
circolanti. Di recente, inoltre, ampiamente utilizzato ¢ il test enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA).

Il trattamento si fonda invece sulla somministrazione di corticosteroidi, immunosopressori. Trovano

anche utilizzo farmaci biologici quali rituximab e omalizumab.
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Figura 1 - Schematizzazione della struttura di desmosomi e emidesmosomi.
Tratto da: Hammers CM, Stanley JR. Mechanisms of Disease: Pemphigus and Bullous
Pemphigoid. Annu Rev Pathol. 2016;11:175-197.



1.1 PEMFIGO

Sotto tale nomenclatura, si riconoscono una molteplicita di sottotipi, i quali differiscono gli uni gli
altri in relazione alle differenti caratteristiche cliniche e alla fisiopatologia: le forme pitt comuni, su
cui la trattazione in questione si soffermera, sono rappresentate dal pemfigo volgare (PV) e dal

pemfigo foliaceo (PF), ma si citano anche il pemfigo IgA e il pemfigo paraneoplastico.

1.1.1 EPIDEMIOLOGIA

La diffusione del PV e del PF varia nelle differenti regioni. Nello specifico, in Europa e in Nord
America, il 65-90% dei casi di pemfigo sono di PV. Il foliaceo ¢ invece piu diffuso del volgare in
Sud America e in Nord Africa.

Le piu alte incidenze di PV si osservano in Iran (16.0 per milione), in Israele (16.1 per milione) e in
Connecticut (32.0 per milione).

In relazione all’eta di comparsa, il pemfigo puo esordire in ogni eta, con una prevalenza della fascia

compresa tra i 45 e 1 65 anni. Il sesso femminile ¢ tipicamente piu colpito [2].

1.1.2 PATOFISIOLOGIA

Come ¢ gia stato accennato, centrale nella genesi della patologia ¢ lo sviluppo di autoanticorpi IgG
rivolti contro i desmosomi; nello specifico, i bersagli antigenici nel PV e nel PF, sono le
desmogleine, glicoproteine appartenenti alla superfamiglia delle caderine e facenti parte del
complesso desmosomiale. In particolare, nel PV gli autoanticorpi sono diretti contro la desmogleina
3 e 1, mentre nel PF contro la sola desmogleina 1.

Tali molecole si caratterizzano per una differenze distribuzione a livello cutaneo e mucosale:

-a livello cutaneo sono ambo espresse, tuttavia la Dsgl ¢ presente in tutti gli strati dell’epidermide,
con predominanza nel versante superficiale, mentre la Dsg3 esclusivamente negli strati profondi;
-a livello mucoso la Dsgl ¢ minimamente espressa, con predominanza della Dsg3.

La localizzazione dell’eruzione bollosa, caratteristica del pemfigo, varia in base al sottotipo
considerato, e ci0 puo essere spiegato facendo riferimento alla teoria della compensazione della
desmogleina, per cui la presenza di un solo tipo di Dsg ¢ sufficiente per impedire il manifestarsi
della malattia a livello cutaneo e/o mucoso.

Alla luce di cio, nel PF si osservera un’eruzione vescicolosa superficiale cutanea, senza alcun
coinvolgimento mucosale; al contrario, in pazienti con PV, nel caso in cui si abbiano solo anticorpi
anti Dsg3, si osservera un esclusivo coinvolgimento mucosale, mentre in presenza di anticorpi

rivolti sia contro Dsgl sia contro Dsg3, il coinvolgimento sara muco-cutaneo [3].



Tale perdita di coesione cellulare prende il nome di acantolisi. Molteplici meccanismi sono stati
descritti per spiegare questo fenomeno; in particolare, si presume che questo sia conseguente a
un’alterazione delle vie di segnalazione mediate dalla MAP-chinasi, p38, PKC, JNK, RhoA, e
diverse caspasi, fondamentali nella regolazione del citoscheletro e della funzione dei desmosomi
[4].

Un’altra teoria sottolinea come il meccanismo apoptotico sia implicato nel favorire la dissociazione
cellulare, sebbene non strettamente necessario, visto lo sviluppo di acantolisi anche in assenza di
apoptosi [5].

Pemphigus foliaceus
Skin Mucous membrane

Pemphigus vulgaris
Skin Mucous membrane

aDsg3 + aDsg1l >1(X
[3 (&

Figura 2 - Teoria della compensazione nel pemfigo: 1 triangoli rappresentano le comuni
localizzazioni di Dsgl e Dsg3 su cute e mucose; lo spessore del triangolo ¢ indicativo della quantita
di Dsg su ciascun livello cellulare. Un triangolo bianco segnala la perdita di funzione di una
determinata Dsg in conseguenza alla presenza di anticorpi anti-Dsgl e/o anti-Dsg3. Laddove Dsgl
o Dsg3 sia inattivata, e non sia presente ’altra Dsg a compensare, si sviluppa una lesione.

Tratto da: Hammers CM, Stanley JR. Mechanisms of Disease: Pemphigus and Bullous Pemphigoid.
Annu Rev Pathol. 2016 May 23;11:175-97



1.1.3 CLINICA

Pemfigo volgare

In relazione al PV, come prima accennato, si identificano sostanzialmente due differenti forme: una
caratterizzata da un coinvolgimento esclusivamente mucosale, e un’altra contraddistinta invece da
un coinvolgimento sia di tipo mucoso, sia di tipo cutaneo. In ambo i casi, si sviluppa una dolorosa
eruzione vescicolare, con esiti in ulcerazione; tipicamente non si sviluppano cicatrici, anche se si
sottolinea come un’iperpigmentazione post-infiammatoria possa essere presente. Nello specifico, il
cavo orale rappresenta il pit comune sito di interessamento mucosale; in seguito, si puod avere un
coinvolgimento di altri siti, quali ’occhio, il naso, 1’esofago, e I’area genitale. La sintomatologia del
pemfigo puod quindi comprendere anche irritazione oculare, disfagia, disfonia, irritazione vaginale e
dispareunia [3].

Le manifestazioni cutanee si localizzano invece preferenzialmente a livello del cuoio capelluto,

collo, ascelle e parte superiore del tronco [6].

Figura 3 — Pemfigo volgare: tipica
eruzione vescicolare, con esiti in
erosioni crostose.

Tratto da:

Malik AM, Tupchong S, Huang S, Are A,
Hsu S, Motaparthi K. An Updated Review

of Pemphigus Diseases. Medicina

(Kaunas). 2021 Oct 9;57(10):1080

Da un punto di vista dell’esame obiettivo, molto utile ¢ la ricerca del segno di Nikolsky, positivo in
caso di pemfigo, necrolisi epidermica tossica e della sindrome della cute ustionata da stafilococco;
tale segno permette infatti di distinguere un’eruzione bollosa intraepidermica da una subepidermica.
Nello specifico, in tale patologie si osserva come andando ad applicare una pressione a livello di

una bolla, si verifichi una desquamazione cutanea e un aumento delle dimensioni della bolla [7].



Pemfigo foliaceo

Come gia accennato, in questo caso si osserva un esclusivo coinvolgimento cutaneo, con risparmio
mucosale; sono nello specifico coinvolte prevalentemente aree seborroiche, quali il cuoio capelluto,
il viso e la regione superiore del tronco. Clinicamente si riscontrano vescicole sparpagliate, che
danno luogo a erosioni crostose su base eritematosa. Le lesioni sono piu superficiali rispetto a
quelle del PV, con coinvolgimento esclusivo dello strato corneo. Anche in questo caso il segno di

Nikolsky ¢ positivo [3].

Figura 4 - Pemfigo foliaceo.
Coinvolgimento del cuoio capelluto.
Tratto da: Malik AM, Tupchong S,
Huang S, Are A, Hsu S, Motaparthi K. An
Updated Review of Pemphigus Diseases.
Medicina (Kaunas). 2021 Oct
9;57(10):1080

1.1.4 DIAGNOSI
La diagnosi di PV ¢ fondata sull’adempimento dei tre seguenti criteri:
1. Clinica del paziente
2. Biopsia
3. Riscontro di autoanticorpi mediante immunofluorescenza diretta e indiretta

Utile ¢ inoltre lo svolgimento del test ELISA, di seguito poi approfondito.



Biopsia

All’esame bioptico di una bolla si riscontrano le seguenti caratteristiche:

-clivaggio intraepidermico con acantolisi sovrabasale

-discheratosi dello strato granuloso

-infiltrato dermico di eosinofili, linfociti e neutrofili, associato a dilatazione del capillari del derma

papillare [8].

Figura S - Esame istopatologico di
un caso di pemfigo foliaceo.
Evidenza di bolla sovrabasale
conseguente ad acantolisi.

Tratto da: James KA, Culton DA,
Diaz LA. Diagnosis and clinical
features of pemphigus foliaceus.
Dermatol Clin. 2011 Jul;29(3):405-12,

Viii.

Immunofluorescenza diretta
Con I'immunofluorescenza diretta si va a ricercare la presenza di autoanticorpi a livello tissutale;
solitamente vengono rilevati depositi intercellulari di IgG, C3 e IgA con caratteristico pattern “a

rete”.

Figura 6 - Immunofluorescenza diretta in un
caso di pemfigo volgare. Si vede il
patognomico pattern a rete.

Tratto da: Ettlin DA. Pemphigus. Dent Clin
North Am 2005;49:107-25




Immunofluorescenza indiretta
Sfruttando come substrato esofago di scimmia, si va a ricercare la presenta di autoanticorpi igG

circolanti nel siero del paziente; questi andranno a legarsi a livello intraepidermico [9].

Test ELISA

I1 test ELISA ¢ una metodo quantificativo utile a misurare i livelli degli anticorpi anti-Dsgl e anti-
Dsg3. E attualmente il test diagnostico di riferimento, in virtt di una specificita e sensibilita del
90%; ¢ inoltre molto utile per valutare I’efficacia del trattamento. E stato infatti dimostrato come i
livelli anticorpali degli anticorpi anti-desmogleina, a seguito di un corretto trattamento, vadano
incontro a una significativa riduzione. Cio chiaramente si associa di pari passo a un miglioramento

clinico del paziente [10].

1.1.5 TRATTAMENTO

La terapia di prima linea prevede la somministrazione di prednisone, con dosaggi da 0,5 a 1,5
mg/Kg/die, per via orale o endovenosa; i dosaggi saranno poi progressivamente ridotti, una volta
ottenuta la remissione clinica della patologia. In presenza di recidive, ¢ indicato il trattamento con
immunosoppressori quali azatioprina (1-3mg/kg/die) e micofenolato mofetile (30mg/kg-
45mg/kg/die); questi possono anche essere utilizzati in prima linea, in aggiunta ai corticosteroidi, in
forme severe, o in loro sostituzione, in pazienti non tolleranti a questi.

Il relazione al micofenolato mofetile, si evidenzia come questo non sia raccomandato in gravidanza,
in virtu di un possibile rischio teratogeno; 1’azatioprina d’altra parte si associa a un aumento rischio
di riduzione della funzionalita del midollo osseo e di linfoma [11].

Possibile ¢ inoltre I’utilizzo dell’immunosoppressore ciclofosfamide, sebbene associato a una
riduzione della fertilita [12].

Altre possibilita terapeutiche sono I’immunoadsorbimento, la somministrazione di
immunoglobuline per via endovenosa (IVIG), il metotrexato e la plasmaferesi [13].

In ultima istanza, laddove nemmeno la terapia immunosoppressiva sia efficace, € possibile
somministrare rituximab, un anticorpo monoclonale anti-CD20 (2 infusioni endovenose di 1000mg
ogni 15 giorni); I’efficace di tale farmaco ¢ rilevante, con una percentuale di pazienti che

raggiungono la remissione clinica compresa tra il 59 e il 100% [14].



1.2 MALATTIE DEL GRUPPO DEL PEMFIGOIDE

Nel complesso delle malattie del gruppo del pemfigoide sono classificate le malattie bollose
autoimmuni, caratterizzate dallo sviluppo di autoanticorpi contro gli emidesmosomi della giunzione
dermo-epidermica. In questo caso, contrariamente al pemfigo, 1’eruzione bollosa ¢ subepidermica.
Sotto tale gruppo, ricadono nello specifico il pemfigoide delle membrane mucose, il pemfigoide
gestazione, I’epidermolisi bollosa acquisita, le dermatosi da IgA lineari e la dermatite erpetiforme di

Duhring.

1.1.6 Pemfigoide delle membrane mucose (o cicatriziale)

Il pemfigoide delle membrane mucose ¢ una patologia caratterizzata da un interessamento primario
delle membrane mucose, con raro coinvolgimento cutaneo. In particolare, i siti piu interessati sono
la mucosa orale e quella oculare; possibile ¢ inoltre un interessamento della mucosa nasofaringea,
esofagea, laringea e genitale. Su questi siti si sviluppa un’eruzione bollosa, con secondaria
ulcerazione e sviluppo di cicatrici deformanti. La gravita e I’estensione del quadro sono altamente
variabili; si sottolinea comunque come il coinvolgimento della laringe e dell’esofago possa esitare
in quadri stenotici potenzialmente fatali [15].

I principali antigeni bersaglio degli autoanticorpi sono BP180 (con frequenza del 75% nel siero dei
pazienti affetti), la laminina-332, la subunita beta4 dell’integrina alfabbeta4 e il collagene di tipo

VI [16].

1.1.7 Pemfigoide gestazionale

Il pemfigoide gestazionale € una rara patologia autoimmune che si sviluppa durante la gravidanza
(piu frequentemente secondo e terzo trimestre) o durante il puerperio, in conseguenza ad anticorpi
rivolti contro I’antigene placentare BP180.

Esordisce con lo sviluppo di papule e placche urticanti pruriginose, tipicamente a livello
addominale, poi seguite da vescicole e bolle. Un altro frequente sito di esordio, oltre all’addome, ¢
rappresentato dalle estremita. Raro ¢ il coinvolgimento della faccia o delle mucose. Dopo alcune

settimane, le lesioni vanno incontro a risoluzione spontanea [17].

1.1.8 Epidermolisi bollosa acquisita
L’epidermolisi bollosa acquisita € una rara patologia bollosa causata dalla sviluppo di autoanticorpi
rivolti contro il collagene 7, molecola costituente le fibrille di ancoraggio, che mediano 1’attacco

dell’epidermide al derma.
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Da un punto di vista clinico, si possono identificare cinque possibili presentazioni: la presentazione
“classica”, la forma simile al pemfigoide bolloso, la forma simile al pemfigoide mucoso, la forma
simile alla dermatosi da IgA e la forma simile al pemfigoide di Brunsting-Perry.

-presentazione “classica”: forma meccanobollosa, non inflammatoria, caratterizzata dallo sviluppo
di bolle sul dorso delle mani, sulle nocche, gomiti, ginocchia, area sacrale e piedi. Si prediligono
dunque le aree estensorie, maggiormente soggette a traumatismi [18].

La guarigione pud esitare nei casi piu gravi in alopecia cicatriziale e onicodistrofia [19].

-forma simil-pemfigoide bolloso: eruzione bollosa diffusa, prevalente su tronco, estremita e pieghe
delle mani, tipicamente accompagnata da prurito. Le bolle sono tese, su base eritematosa o
orticarioide.

Nella forma simile al pemfigoide cicatriziale si osserva un tipico coivolgimento mucosale, mentre la
forma simile al pemfigoide di Brunsting-Perry si osserva un coinvolgimento di collo e testa, senza

coinvolgimento mucosale [18].

1.1.9 Dermatosi da IgA lineari

Rara patologia bollosa autoimmune, che puo interessare sia adulti sia bambini. Le vescicole, specie
nei bambini, hanno una disposizione simil collana di perle; nell’adulto tale presentazione ¢ piu rara,
e prevale la presenza di papule e placche orticariodi. Tipicamente le lesioni coinvolgono il volto,
specialmente 1’area periorale e 1 genitali. Il prurito € un sintomo comune, € puo essere severo.
Caratteristica ¢ la presenza di IgA a livello della membrana basale, che puo essere rilevata mediante

immunofluorescenza diretta [20].

1.1.10 Dermatite erpetiforme di Duhring

La dermatite erpetiforme di Duhring ¢ una patologia strettamente associata alla celiachia, che si
verifica tipicamente nei giovani adulti, ma puo anche interessare bambini o anziani. La maggior
parte dei pazienti con dermatite erpetiforme presenta istologicamente atrofia dei villi intestinali,
sebbene nella maggior parte dei casi la celiachia sia asintomatica.

Si manifesta con vescicole, papule e lesioni orticarioidi, tipicamente distribuite in modo
simmetrico sulle superfici estensorie dei gomiti e delle ginocchia, e a livello del sacro, delle
natiche e dell'occipite. Le lesioni sono intensamente pruriginose.

La diagnosi ¢ confermata dal riscontro di depositi di IgA sulle papille dermiche [21].
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Figura 7 - Manifestazioni delle malattie del gruppo del pemfigoide: placche fibrinose nella cavita
orale (A), croste emorragiche nelle narici (B), congiuntivite e symblepharon (C) nel pemfigoide
delle membrane mucose; placche circolari sull’addome (D) nel pemfigoide gestazionale, placche ad
anello eritematose (E) nella dermatosi ad Ig-A lineare, vescicole ed erosioni sulle dita
nell’epidemolisi bollosa acquisita (F).

Tratto da: Schmidt E, Zillikens D. Pemphigoid diseases. Lancet. 2013;381(9863):320-32.)
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1.2 PEMFIGOIDE BOLLOSO

11 pemfigoide bolloso (PB) ¢ la piu frequente malattia bollosa autoimmune; in essa si osserva
un’eruzione bollosa supbepidermica, in conseguenza allo sviluppo di autoanticorpi IgG rivolti

contro le proteine emidesmosomiali BP180 ¢ BP230.

1.3.1 EPIDEMIOLOGIA
L’incidenza annuale del PB ¢ compresa trai 2.4 e 1 21.7 casi per milione [22] [23]. Tipicamente

interessa soggetti anziani, con un’eta media di insorgenza compresa tra i 63 e gli 80 anni;
coerentemente, 1’incidenza nei soggetti di eta superiore agli 80 anni ¢ molto superiore a quella sopra
riportata, e varia tra 1 190 ai 312 nuovi casi per milione all’anno [23] [24]. Rara ¢ invece nei
soggetti di eta inferiore ai 50 anni; in questo caso I’incidenza ¢ inferiore agli 0,5 casi per milione
all’anno [25]. Molti studi hanno inoltre dimostrato che I’incidenza sembra essere superiore nelle
donne sotto i 75 anni, mentre sopra i 75 anni prevale nei maschi [24].

Si ¢ riportato inoltre un aumento dell’incidenza di circa 3.3 volte in Francia in 14 anni, 2.2 volte in
Germania in 8 anni e 4.3 volte in UK in 17 anni: cio ¢ dovuto a una molteplicita di condizioni, quali
I’aumento dell’aspettativa di vita della popolazione e delle condizioni neurologiche disabilitanti, il
maggiore utilizzo di alcuni farmaci (poi descritti) e il miglioramento delle tecniche diagnostiche

[22] [24] [26].

1.3.2 FATTORI SCATENANTI

Farmaci

Lo sviluppo di pemfigoide bolloso ¢ stato frequentemente associato all’assunzione di terapie
sistemiche. In particolare i farmaci implicati sono antibiotici, neurolettici, beta-bloccanti, FANS,
diuretici e piu recentemente farmaci anti TNF-alfa, DPP-4 inibitori, e inibitori dei checkpoint

immunitari (anti PD-1/PDL-1 e anti CTLA4) [27].

Infezioni

Ci sono varie modalita attraverso cui un patogeno puo indurre una reazione autoimmune; una
possibilita ¢ legata allo sviluppo di autoanticorpi cross-reattivi, che vadano a bersagliare gli antigeni
della cellula ospite simili a quelli del patogeno; un virus puo inoltre infettare direttamente 1
cheratinociti, inducendo dunque 1'espressione di epitopi nascosti o0 modificando quelli esistenti [27].
Alcuni autori hanno riscontrato un legame del pemfigoide bolloso con gli herpes virus, quali CMV,

EBV, HHV-6 e HHV-8 [28].
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A questi, si aggiungono anche i patogeni HCV, HBV [29], Toxoplasma gondii e Helicobacter pylori
[30].

Fattori Fisici
I fattori scatenanti piut comunemente riportati nella BP sono: RT (25,4%), UV (25,1%), procedure
chirurgiche (37%), ustioni termiche o chimiche (9,5%). Altri fattori (graffi, traumi meccanici,

puntura di insetto, iniezione di colorante) sono stati occasionalmente segnalati [31].

Deficit di vitamina D

La vitamina D ha un riconosciuto ruolo immunomodulatorio, € un suo deficit si associa a un
aumentato rischio di sviluppo di patologie autoimmuni [32].

Coerentemente, nei pazienti affetti da BP sono stati rilevati ridotti livelli di 25-idrossivitamina D
[33]; altri studi hanno nello specifico dimostrato come i livelli di 25-idrossivitamina D siano

inversamente proporzionali alla gravita della patologia [34].

1.3.3 COMORBIDITA

-comorbidita neurologiche

Molteplici studi condotti su larga scala hanno dimostrato un’associazione del PB con patologie
neurologiche quali il morbo di Parkinson, il morbo di Alzheimer, la sclerosi multipla e lo stroke.
[35] [36]. E stata inoltre messa in luce da altri studi un’associazione con disturbi quali epilessia,
demenza e schizofrenia [37].

Nello specifico, € stato dimostrato come pazienti con demenza e Parkinson hanno una probabilita
tre volte piu alta nello sviluppare PB, mentre in pazienti con epilessia e stroke si osserva una
probabilita 2 volte piu alta [35] [38].

Molteplici ipotesi sono state proposte per spiegare cio: una delle piu accreditate, evidenzia come il
sistema nervoso e la cute presentino gli stessi antigeni (BPAG1/BP230 e BPAG2/BP180) ma in
due isoforme diverse. Nello specifico, I’antigene BP180 ¢ stato riscontrato nell’ippocampo, nel
talamo e nel mesencefalo.

E possibile che, in conseguenza a una danno cerebrale, causato proprio dalle patologie sopra
descritte, si osservi uno smascheramento dell’antigene BP180 con conseguente produzione di

autoanticorpi con cross-reattivita a livello cutaneo [39].
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-comorbidita con altre patologie autoimmuni e dermatologiche

Studi hanno dimostrato la sussistenza di un’associazione tra il PB e patologie autoimmuni quali il
LES, il lichen planus, la nefropatia membranosa, 1’anemia perniciosa, tiroiditi, cirrosi biliare
primitiva, la psoriasi e la polimiosite (a questo elenco si aggiunge inoltre la gia citata sclerosi
multipla) [40] [41].

Inoltre nel contesto del PB sono stati osservati aumentati livelli di anticorpi anti-nucleo, anti-
muscolo liscio, nonché del fattore reumatoide [42].

In merito all’associazione tra psoriasi € PB, questa sembra essere piu frequente nei maschi, e nella
maggior parte dei casi la psoriasi precede lo sviluppo di PB [43].

Alla luce di cio, ¢ stato supposto che 1I’insorgenza di PB sia conseguente a eventi epigenetici legati
alla cascata inflammatoria psoriasica; ¢’¢ infatti evidenza che i linfociti Th17 e I’interleuchina 17
favoriscano la produzione di metalloproteinasi, citochine inflammatorie, eosinofili e neutrofili, tutti

elementi importanti nella patogenesi del PB [44].

-associazione con neoplasie

Molteplici studi hanno suggerito un’associazione con neoplasie ematologiche; in particolare ¢ stata
dimostrata un associazione con malattia di Hodgkin, linfoma non follicolare, linfoma a cellule
T/NK e leucemia linfoide. [45]

Sono stati individuati tre possibili meccanismi patogenetici che potrebbero spiegare tale legame: il
primo evidenzia come 1’eruzione bollosa possa essere conseguenza di una cross-reattivita di
autoanticorpi rivolti contro antigeni tumorali; il secondo sottolinea come la secrezione da parte delle
cellule tumorali di una sostanza simile agli ormoni causi una danno alla membrana basale, con
secondaria produzione di anticorpi anti-desmosomi. L ultimo evidenzia invece come il danno alla

membrana basale possa essere conseguente a un virus cancerogeno. [46]

-associazione con malattie cardiovascolari

Molteplici studi hanno indicato la presenza di un’associazione tra PB e malattie cardiovascolari [47]
[48]. Nello specifico, ¢ stato dimostrato come il numero di morti per patologie cardiovascolari in
pazienti affetti da PB sia superiore rispetto alla popolazione della stessa eta e sesso non affetta [49].
In particolare 7 pazienti su 20 presentano episodi di tromboembolismo, con coinvolgimento di vari
organi, tra cui cervello e polmoni [50]. Tale associazione potrebbe essere spiegata dallo stato di
ipercoagulabilita tipico dei pazienti con BP, conseguente alla produzione di anticorpi anti-

fosfolipidi [51].
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1.3.4 PATOGENESI

Studi hanno dimostrato che la combinazione tra fattori predisponenti genetici, successivamente
approfondita, e fattori ambientali, quali radiazioni UV, traumi e farmaci, possa contribuire alla
perdita di tolleranza immunitaria verso gli antigeni della giunzione dermo-epidermica [52].

In aggiunta a ci0, si osserva uno squilibrio tra le cellule T regolatorie e le cellule T helper
autoreattive [53] [54] nonché un’attivazione del sistema del recettore Toll-like ¢ delle cellule T

helper 17 (Th17) [55].
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Figura 8 - Schematizzazione delle principali vie implicate nello sviluppo di eruzione bollosa in

pazienti affetti da BP.
Tratto da: Genovese G, Di Zenzo G, Cozzani E, Berti E, Cugno M, Marzano AV. New Insights Into
the Pathogenesis of Bullous Pemphigoid: 2019 Update. Front Immunol. 2019 Jul 2;10:1506

Gli autoanticorpi maggiormente implicati sono gli IgG (soprattutto IgG1 e IgG4) e gli IgE mentre il
principale bersaglio antigenico ¢ la glicoproteina transmembrana BP180; nello specifico,
tipicamente la porzione riconosciuta ¢ il dominio extracellulare NC16A, ma ¢ possibile anche un
riconoscimento di altri domini, quali il dominio C-terminale e il dominio LAD-1 [56] [57].

Un altro possibile bersaglio antigenico ¢ rappresentato dalla proteina intracellulare BP230: in tal

caso ne viene riconosciuto il dominio C-terminale [58].
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I meccanismi patogeni che concorrono nello sviluppo dell’eruzione bollosa secondaria al legame tra
autoanticorpi e antigeni sono complessi, e possono distinguersi in forme complemento mediate e
forme non complemento mediate.

Nelle forme non complemento mediate, centrale ¢ il ruolo delle IgG4 [59]; in relazione al ruolo
delle IgGl1, ¢ stato invece dimostrato come queste determinino un’attivazione della cascata del
complemento, con secondario reclutamento di neutrofili, eosinofili e mastociti [60].

In merito agli eosinofili, si evidenzia una loro presenza a livello della giunzione dermo-epidermica;
caratteristico ¢ inoltre il riscontro di eosinofilia periferica [61] [62].

La degranulazione degli eosinofili, implicata nello sviluppo della caratteristica eruzione bollosa,
sembrerebbe essere conseguente a un’interazione tra il recettore degli eosinofili e le IgE anti-
BP180: tale evento causerebbe infatti il rilascio delle proteasi contenute nei granuli degli eosinofili,
con conseguente separazione dermo-epidermica [63]. Si sottolinea inoltre come gli eosinofili siano
un’importante fonte di rilascio di IL-31, citochina che stimola mediante recettori specifici i neuroni
responsabili del prurito [64]. In aggiunta a ci0, gli eosinofili stimolano la cascata coagulativa
implicata nella formazione delle lesioni bollose mediante la secrezione del fattore tissutale (TF)
[65].

Gli anticorpi IgE anti-BP180 favoriscono anche la degranulazione dei mastociti, assieme ai
frammenti C3a e C5a del complemento e agli anticorpi IgG anti-BP180; i mastociti inoltre mediante
il rilascio di marcatori quali leucotrieni, fattore di attivazione delle piastrine, TNF-a, e altre
citochine, richiamano i neutrofili [66]. A loro volta i neutrofili, attraverso proteasi quali 1’elastasi
neutrofila (NE), la catepsina G, le collagenasi, I’attivatore del plasminogeno, la plasmina, la MMP-

2, la MMP-9 e la MMP-13 favoriscono il distacco dermo-epidermico [67].

1.3.5 CLINICA

-Forma classica

La forma classica colpisce persone anziane, di solito sopra 1 70 anni e si manifesta con bolle
pruriginose e tese su pelle normale o su base eritematosa/edematosa. Queste lesioni colpiscono
principalmente le pieghe ascellari, 'addome inferiore, le aree inguinali e le parti interne delle cosce.
Possono essere localizzate o diffuse. Il coinvolgimento della mucosa non ¢ frequente ed ¢ riportato

nel 10-30% dei casi con lesioni orali, esofagee e genitali.
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Figura 9 - Pemfigoide bolloso classico. Evidenzia di eruzione bollosa emorragica (A) e sierosa (B)
su base eritematosa; eruzione sierosa su cute normale (C); papule con escoriazioni e bolle con
croste su piega ascellare (D); coinvolgimento mucosale a livello del palato (F) e dell’esofago. (G)
Tratto da: Miyamoto D, Santi CG, Aoki V, Maruta CW. Bullous pemphigoid. An Bras Dermatol.
2019 Mar-Apr;94(2):133-146

Una delle presentazioni cliniche della PB ¢ il lichen planus pemfigoide. I pazienti con questa
condizione presentano placche e papule violacee pruriginose, simili a lesioni di lichene planus, di
solito sulle estremita. Successivamente, vescicole compaiono sia su lesioni lichenoidi sia sulla pelle

normale [68].

-Forma non bollosa

In merito alle forme non bollose, non ¢ ben chiaro se considerarle come varianti della malattia o
come fase prodromica della stessa. Secondo uno studio pubblicato nel 2017, solo il 9,8% dei
pazienti che presentano PB non bollosa sviluppano vescicole durante il loro follow-up e raramente
mostrano lesioni mucosali. I reperti clinici piu frequenti includono prurito (100%), lesioni

orticarioide eritematose (52,3%), escoriazioni (22,7%) o papule e noduli (20.5%) [69].
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Figura 10 - Papule eritematose ed edematose a livello del tronco (A); presentazione simil eritema
multiforme, con coinvolgimento delle cosce (B); evidenza di placche lichenoidi sul dorso della
mano (C); escoriazioni su regione frontale (D); presentazione simil eczema:evidenza di placche
confluenti sul tronco e su arti superiori (E); presentazione simil necrolisi epidermica tossica a livello
del dorso (F). Tratto da: Miyamoto D, Santi CG, Aoki V, Maruta CW. Bullous pemphigoid. An
Bras Dermatol. 2019 Mar-Apr;94(2):133-146.

-Eritroderma esfoliativo
L’eritroderma esfoliativo, privo di eruzione vescicolare, ¢ un’altra rara modalita di presentazione
del BP. Tale presentazione ¢ in realta piu tipica di altre condizioni, quali il pemfigo foliaceo, la

psoriasi, I’eczema, e le reazioni avverse a farmaci [70].

Figura 11 - Esempio di presentazione del PB con eritroderma esfoliativo senza vescicole.
Tratto da: Miyamoto D, Santi CG, Aoki V, Maruta CW. Bullous pemphigoid. An Bras Dermatol.
2019 Mar-Apr;94(2):133-146
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-Forma infantile
I1 PB puo occasionalmente verificarsi in neonati e bambini: in questo caso, le lesioni interessano
principalmente viso, palmi delle mani e piante dei piedi, con una maggior frequenza di lesioni

generalizzate, che richiedono 1'uso di corticosteroidi sistemici [71] [72].

1.3.6 DIAGNOSI
La diagnosi di PB parte dal sospetto clinico, ossia il riscontro in un paziente anziano di un’eruzione
bollosa pruriginosa. Successivamente ¢ possibile svolgere un’immunofluorescenza diretta che, se

positiva, puo essere confermata dalla immunofluorescenza indiretta o da un test ELISA. (Figura 12)

Diagnostic algorithm for
bullous pemphigoid (BP)

‘ Clinical and/or histopathological suspicion of BP

l DIF: fﬂggar

‘ Perform direct immunofluorescence (DIF) microscopy on perilesional skin deposition

of IgG on BP
patient skin

| Negative, repeat if required | Positive

Diagnosis can be based on:

Diagnosis can be based on: ad Bk ey
clinical criteria + DIF, analysis of clinical criteria + DIF + characterization
staining pattern (n- vs u-serrated), of circulating autoantibodies
or FOAM technique *

Characterization of

circulating autoantibodies

F4ERY
b

ELISA using additional BP180 epitopes!
Immunebloetting ELISA BP230
immunoprecipitation -

Indirect immunofiuorescence (lIF)
using salt-split normal human skin

Figura 12 - Algoritmo diagnostico per il pemfigoide bolloso
Tratto da: Di Zenzo G, Della Torre R, Zambruno G, Borradori L. Bullous pemphigoid: from the
clinic to the bench. Clin Dermatol. febbraio 2012;30(1):3—1
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-Biopsia

A livello istopatologico, in un paziente affetto da PB, ¢ possibile osservare un distacco sub-
epidermico, conseguente ai meccanismi prima descritti. Caratteristica ¢ inoltre la presenza di un
infiltrato dermico di tipo eosinofilo; piu raramente si osserva un infiltrato neutrofilo. Neutrofili ed
eosinofili si riscontrano anche all’interno della bolla, assieme a fibrina. Nei pazienti affetti da una

forma non bollosa, si evidenzia invece la presenza di spongiosi eosinofila [73] [74].

Figura 13 — Caratteristiche istopatologiche del pemfigoide bolloso: Spongiosi eosinofila con
infiltrato dermico eosinofilo (ematossilina e esosina, x20) (A); distacco subepidermico con
eosinofili e fibrina (ematossilina e eosina, x20) (B)

Tratto da: Miyamoto D, Santi CG, Aoki V, Maruta CW. Bullous pemphigoid. 4n Bras Dermatol.
2019 Mar-Apr;94(2):133-146

-Immunofluorescenza diretta

L’immunofluorescenza diretta ¢ attualmente il gold standard per la diagnosi di PB. Tale tecnica,
realizzata su biopsia di cute perilesionale non bollosa, evidenzia la presenza di depositi lineari di
IgG e/o di C3, con occasionale riscontro di IgM o IgA, lungo la giunzione dermo-epidermica [75].
Tuttavia tale reperto accomuna tutte le patologie del gruppo del pemfigoide, e non solo il PB; un
importante aspetto che distingue 1’epidermolisi bollosa acquisita dalle altre patologie del gruppo del
pemfigoide sta nella differente morfologia dei depositi di IgG a livello della giunzione dermo-
epidermica; infatti nel caso dell’epidermolisi bollosa acquisita si osserva un pattern a U, mentre

negli altri casi si osserva un pattern a N [76].
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Figura 14 - Immunofluorescenza diretta. Si osservano depositi lineari di C3 a livello della
giunzione dermo-epidermica (isotiocianato di fluoreesceina anti-C3, x200).
Tratto da: Vijayav M, Shyam Prasad A.L., Role of direct immunofluorescence in dermatological

disorders, Indian Dermatology online J, 2015 6(3):172

-Immunofluorescenza indiretta

L’immunofluorescenza indiretta sfrutta un substrato di cute umana separata attraverso trattamento
con NacCl (tecnica a scissione salina) [77]. L’utilita di tale tecnica sta nel fatto che permette una
diagnosi differenziale tra BP e altri dermatosi, quali I’epidermolisi bollosa acquisita e il pemfigoide
anti p-200/laminina gamma; infatti nel PB gli anticorpi si fissano a livello del tetto della zona di
clivaggio (versante epidermico), mentre nell’epidermolisi bollosa acquisita e nel pemfigoide anti p-

200/laminina yamma, si osserva come gli anticorpi si fissino sul pavimento (versante dermico) [78].

-ELISA

La quantificazione degli anticorpi sierici anti-BP180 e anti-BP-230 mediante ELISA viene svolta di
routine nella diagnosi di BP [79].

Tale test infatti, in virtu di una sensibilita dell’85% e specificita del 95% ¢ un’affidabile metodica
diagnostica, il cui utilizzo € recentemente aumentato [80].

I test ELISA attualmente in commercio permettono di ricercare anticorpi IgG o IgE (questi ultimi
solo molto recentemente) rivolti contro il dominio NC16A della proteina BP180; non sono stati
ancora realizzati test che permettano il riconoscimento di anticorpi IgA [81] [82][83].

E possibile anche ricercare anticorpi IgG anti BP230; tipicamente prima si esegue il dosaggio degli

IgG anti BP180, poi, se risultati negativi, si ricercano gli IgG anti BP230 [84].
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1.3.7 DIAGNOSI DIFFERENZIALE

In virtu della presentazione polimorfa del PB, che spazia da lesione bollose a lesione non bollose,
come prima descritto, va considerata una vasta gamma di diagnosi differenziali: pemfigo foliaceo,
pemfigo erpetiforme, dermatosi bollosa a IgA lineare, epidermolisi bollosa acquisita, lupus
eritematoso bolloso, eczema, orticaria, prurigo, impetigine, eritema multiforme, sindrome di Sweet,

necrolisi epidermica tossica e prurito autotossico [85].

1.3.8 PROGNOSI

I fattori di rischio correlati all'aumento della mortalita nel BP includono I'eta avanzata, 1 disturbi
neurologici e I'aumento dei livelli sierici di IgG anti-BP180 NC16A [86] [87]. Recenti studi, hanno
mostrato come la mortalita a 1 anno sia in media del 23,5%. I tassi di mortalita piu elevati sono stati
ottenuti in Europa (26,7%), seguita da Asia (20,5%) e Stati Uniti (15,1%), probabilmente legati ad
un maggior numero di comorbidita e a un’eta piu avanzata degli europei rispetto a asiatici e

americani [88] [89].
1.3.9 TRATTAMENTO
Tabella I — Trattamenti del pemfigoide bolloso. E riassunto il trattamento evidence-based del

pemfigoide, in relazione alla gravita della patologia; si riportano i livelli di evidenza proposti dal

Centre for Evidence-Based Medicine, Oxford [90] [91] [92].

First-line treatment

Medication Dose BP severity Level of
evidence
High-potency topical steroid (0.05% 10-30g/day topical & mild to 1A
clobetasol cream) moderate
Systemic steroid (prednisone) 0.5-1.0mg/kg/day = moderate to 1A
PO severe

23



Second-line treatment

Doxycycline (> 12 y) 100mg BID PO mild to moderate = 1B

Dapsone Adult: 100mg/day PO mild to moderate | 1B

Children 0.5-2.0mg/kg/day PO

Methotrexate 15mg/week PO moderate to 3B
severe
Azathioprine 0.5-2.0mg/kg/day PO moderate to 1B
severe
Mycophenolate mofetil 35-45mg/kg/day PO moderate to 1B
severe
(up to 3g/day)
Intravenous 400mg/kg/day for 5 consecutive days IV severe 1B
immunoglobulin
Rituximab 1g on day 1 and day 14 or 375mg/m?2/week for 4 severe 4
weeks [V
Omalizumab 300mg every 2-4 weeks SC severe 4

Abbreviazioni: BID, twice daily; IV, intravenous; PO, per os; SC, subcutaneous.

Il trattamento del PB ¢ finalizzato a evitare I’insorgenza di nuove lesioni e a consentire la
guarigione cutanea e il controllo del prurito.

Poiché il PB colpisce principalmente persone anziane, la scelta della terapia deve essere adattata
alle comorbidita e alla capacita di autogestione del paziente, al fine di evitare potenziali
complicazioni e un aumento della morbilita e della mortalita.

Tipicamente il clobesol 0,05%, a un dosaggio giornaliero di 10-30 g/die, rappresenta la prima linea
di trattamento in pazienti con forme lievi-moderate.

Tuttavia, alcune limitazioni relative all'uso di tale farmaco includono la difficolta di eseguire auto-

applicazioni della crema su tutto il corpo, nonché un peggioramento dell'atrofia cutanea
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comunemente osservata nella pelle di pazienti anziani [93]. Per questi motivi, gli steroidi sistemici,
secondo alcune linee guida, rimangono il trattamento di prima linea, specie nelle forme severe di
PB [94] [95].

In realta altri studi, hanno dimostrato come la terapia corticosteroidea topica sia efficace sia per il
pemfigoide moderato sia per la forma severa, e che rispetto alla terapia sistemica presenti
percentuali di sopravvivenza a 1 anno superiori, una risposta piu rapida e un minor numero di effetti
collaterali [96]. Per la terapia steroidea sistemica si utilizza solitamente prednisone, a un dosaggio
0.5/1 mg/Kg /die.

Vi sono poi tutta una serie di farmaci che possono essere utilizzati nei pazienti resistenti al
trattamento con steroidi orale o in associazione a questi, di modo da ridurne la dose [97]:
-Azatioprina (0.5-2.0 mg/kg/die): ¢ un derivato della 6-mercaptopurina che interagisce con il DNA
cellulare promuovendo I'apoptosi, 1'arresto della proliferazione delle cellule B e la riduzione della
sintesi degli anticorpi [98]. Prima di iniziare il trattamento con azatioprina, ¢ necessario controllare
il livello di tiopurina metiltrasferasi (TPMT), essendo tale farmaco associato a un importante rischio
di mielosoppressione; il dosaggio di azatioprina sara poi calcolato in base ai livelli di TMPT. Altri
potenziali effetti avversi includono tumori, disturbi gastrointestinali e infezioni [99]. Oltre
all’azatioprina, altri immunosoppressori utilizzati sono il metotrexate (15 mg a settimana) e il
micofenolato mofetile (35-45 mg/kg/die).

-Dapsone: contribuisce a un miglioramento clinico poiché inibisce la chemiotassi e l'attivazione dei
neutrofili, riducendo il rilascio di leucotrieni e prostaglandine [100].

-Doxiciclina: tetraciclina dotato di un effetto infiammatorio non associato a forte
immunosoppressione. Un recente studio ha dimostrato una non-inferiorita della doxiciclina a un
dosaggio di 200mg/giorno nel raggiungere il controllo della malattia dopo 6 settimane di
trattamento rispetto al prednisolone 0.5mg/kg/giorno, con analogo miglioramento della qualita di
vita. I pazienti che hanno assunto doxiciclina hanno subito meno effetti avversi con una
diminuzione del rischio di morte [101].

-Immunoglobuline ev: occasionalmente utilizzate nel trattamento del BP; determinano una
riduzione degli IgG anti-BP180 e delle citochine inflammatorie IL-1 e IL-6; favoriscono altresi
I’incremento dei livelli di IL-10, con effetto antinfiammatorio [102] [103].

-Rituximab: anticorpo monoclonale il cui meccanismo d’azione si basa sulla deplezione di linfociti
B attraverso legame con i recettori CD20 espressi da queste cellule; in questo contesto la sua utilita
¢ data da una riduzione dei livelli di anticorpi anti-BP180 [104] [105].

-Omalizumab: anticorpo monoclonale che si lega alle IgE circolanti e riduce 1’espressione dei loro

recettori sulle cellule del sistema immunitario [106]
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Figura 15- Struttura tridimensionale del complesso MHC II.
Tratto da: Painter, Corrie A, and Lawrence J Stern. “Structural Insights Into HLA-DM Mediated
MHC II Peptide Exchange.” Current topics in biochemical research vol. 13,2 (2011): 39-55

HLA-DQ ¢ un recettore di membrana del complesso MHC II presente sulle cellule APC (macrofagi,
cellule dendritiche e linfociti B); si localizza nel braccio corto del cromosoma 6, regione 21.3, ed ¢
un eterodimero costituito da due subunita, alfa e beta; nello specifico, la subunita alfa ¢ codificata
dal gene HLA-DQA1, mentre la subunita beta ¢ codificata dal gene HLA-DQBI. Tale locus ¢
inoltre vicino, e dunque strettamente collegato al locus HLA-DR.

I1 ruolo degli aplotipi HLA-DQ ¢ stato in particolar modo oggetto di studio nel contesto della
celiachia; pochi dati si hanno invece in letteratura circa un’associazione tra gli aplotipi in questione
e altre patologie di tipo autoimmune.

Nello specifico, ¢ stato appurato come quasi tutti i pazienti affetti da celiachia presentino gli aplotipi
HLA -DQA2 e HLA -DQBS, codificati appunto dai geni HLA-DQA1 e HLA-DQB1 [107];

Circa 1l 95% dei pazienti affetti da celiachia esprime HLA-DQ?2, le cui catene alfa e beta sono
codificate rispettivamente dai geni DQA1*05 and DQB1*02, mentre la restante parte tipicamente
presenta HLA-DQ8, le cui catene sono invece codificate dagli alleli DQA1*0301 e DQB1*0201
[108].
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La presenza di questi alleli tuttavia ¢ condizione necessaria, ma non sufficiente per lo sviluppo della
patologia: infatti, 1’allele HLA-DQ2 ¢ comune nella popolazione caucasica, con una frequenza del
30%, ma solo il 3% sviluppera celiachia [109] [110]. Nel complesso, la percentuale di rischio di
sviluppo di morbo celiaco nei pazienti portatori ¢ compreso tra il 36 e il 53% [111].

Questi risultati si spiegano analizzando il ruolo delle cellule APC DQ2/8+ nella genesi della
celiachia: tali cellule sono infatti in grado di riconoscere la gliadina deaminata, che viene dunque
presentata mediante il sistema HLA ai linfociti CD4+; questi a loro volta favoriscono la
maturazione delle cellule B, con conseguente produzione di anticorpi anti-transglutaminasi [112].
Chiaramente, anche la dermatite erpetiforme di During, precedente trattata, si caratterizza per una
stretta associazione con gli aplotipi HLA-DQ2 ¢ HLA-DQS8, che possono riscontrarsi,
rispettivamente, nell’85% e nel 15% dei pazienti affetti [113].
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Scopo dello studio

Lo scopo del presente studio ¢ la valutazione dei geni HLA-DQ in soggetti affetti da PB. Per
raggiungere tale scopo ¢ stata valutata la frequenza degli alleli e degli aplotipi HLA-DQAT1 e HLA-

DQBI1 in un campione di individui con diagnosi di PB.
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Materiali e metodi

1. DISEGNO E POPOLAZIONE OGGETTO DELLO STUDIO

E stato condotto uno studio sperimentale in vitro su campioni biologici di sangue venoso per cui
sono stati arruolati 52 pazienti, presentanti i seguenti criteri di inclusione:

-diagnosi di PB: clinicamente sospettata e poi confermata istologicamente mediante
immunofluorescenza diretta

-disponibilita di un campione ematico in quantita adeguate

-consenso informato alla partecipazione allo studio

-maggiore eta dei pazienti, di ambo 1 sessi

I criteri di esclusione sono invece i seguenti:

-diagnosi di altre malattie bollose autoimmuni cutanee diversi dal pemfigoide bolloso

-presenza di altre patologie autoimmuni sistemiche

La numerosita campionaria pari a 52 pazienti ¢ dipesa dalla rarita della patologia oggetto di studio,

e dal numero di pazienti afferenti presso la clinica dermatologica di Padova.

2. TECNICHE DI LABORATORIO

Per la valutazione degli alleli HLA in pazienti affetti da PB sono stati eseguiti studi di biologia
molecolare, a partire da campioni di sangue intero, basati su un’analisi multiparametrica tramite
EUROATrray. Questo ci ha permesso di valutare contemporaneamente un pannello ampio di
mutazioni per ciascun paziente nonche piu pazienti in contemporanea.

Gli alleli genotipizzati nel nostro studio sono 1 seguenti:

-DQA1*02

-DQA1*03

-DQAT1*05

-DQAT1*01/*04/*06

-DQAT1*02/*03:01

-DQAT1*03:02/03

-DQB1*02

-DQB1*03:02

-DQB1*03/*06

-DQB1*04/*05

In breve, I’iter di laboratorio prevede 1 seguenti passaggi:
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-estrazione del DNA genomico a partire da campioni di sangue intero

-amplificazione del DNA tramite PCR multiparametrica

-ibridazione dei prodotti della PCR con EUROATrray

-fase di lettura, che si avvale di una scansione automatizzata, per la valutazione dei risultati, e
include la valutazione di alcune sonde di controllo per confermare la corretta esecuzione della PCR

e dell’ibridazione

Si riportano di seguito 1 dettagli dell’iter seguito:

| PRE-PCR | CREAZIONE PROTOCOLLOD
Aprire il software e cliccare su "Muove protocollo®
Selezionare "HLA-DQ2/DOE-h Direct" & inserire lotto
Campionidalad="Patient”
CONTROL in ultima posizione = "Meg. Control”
Salva e stampa protocollo

[T [ g VT I T Y

iF‘HEaPCII |PHEPAHHIIIJHE 15 MINUTI PRIMA D1 ESTRAZIONE

1 Rimuowere dal congelatore i rack di raffreddamento per provette e MIX e posizionarli sotto cappa
2 Rimuovere dal congelatore MIX A, B, T, D ¢ posizionarle in frigo
3 Accendere il termociclatore e preriscaldare il coperchio
| PRE-PCR | ESTRAZIONE DEL DNA |
1 Scomgelare || contrallo negative CONTROL
2 Marcare le provette (1,5 mi} con i numeri del protocalio
3 20 pl EXT SOLUT 1
_"‘ 5 p CAMPIOMNE o CONTROL
3 Miscelare Mortexare e incubare 1 minuto
6 20 ul EXT SOLUT 2

PRE-PCH FIPETTAMENTO CAMPIONI PCR
1 Accertarsi che le MIX A, B, C, D siano scongelate
2 Marcare & provette PCH -2 X compione- con i numeri del

protocollo e posizionarie nel rack di raffreddamento
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MASTER MIX 1in 1,5ml: 11 pl Mix A x campsone + CONTROL
+ 11 pl Mix B x campione + CONTROL

MASTER MIX 2in 1,5ml: 11 pl Mix C x campione + CONTROL
+ 11 pl Mix D ¥ carmpicne + CONTROL

3 20 pl MASTER MIX 1 in ciascuna proveita PCR
20 wl MASTER MIX 2 in ciascuna provetta PCR
5 Vortexare 5 secondi il DNA estratto prima di pipettare
6 5 ul DNA estratto/DNA genomico isolato
7 Sigillare tutte le provette di reazione PCR prima di caricare sul
termaciclatore
[posT-pcr [ 1BRIDAZIONE con | vetrini EUROArray
1 Pre-riscaldare piattaforma 45°C x 45 minuti
Pre-riscaldare vetring numerato e rovesciato su piattaforma a
2 4S°Cx1Sminutl Coprireconcoperchlo
65 pl HYB BUFFER nel prime prodotto Mrmixl. Mescolare
pipettando su e gil per 3 volte, Prelevare ¢ pipettare 65 il di
questa soluzione nel primo prodotto Mmix2. Mescolare,
prelevare e pipettare 65 pl della soluzione sulla TITERPLANE e
3 procedere cosi per ciascun campione
Adagiare il vetrino secondo tecnica TITERPLANE. Tutti i
3 microarray vengono a contatto con le gocce e inizia l'ibridazione
5 Chiudere il coperchio e incubare a 45°C x 60 minuti
B Freparare | tamponi di lavaggio 1, 2, 3
Lavare seguendo schema WASHER e asciugare con aria
7 COMpPrasssd
POST-PCR | WASH REAGENT 1 WASH REAGENT 2 WASH REAGENT 3
25 ml WASH REAGENT 12,5 ml WASH REAGEMNT
1 1 1,25 ml WASH REAGENT 1 1
2 400 ml dH,0 200 ml dH,0 237,5 mil dH;0
3 5 mi WASH REAGENT 2 | 2,5 m| WASH REAGENT 2
4 70 ml dH.0 47 ml dHz0
TOT TOT TOT
S00 mil 250 ml 250 ml
Prima immersione o ;
+1 minuta 2 minuti 5 secondi
LAVAGGIO OfN TITERPLANE-supporto vetroso-
10 ml WASH REAGENT 2
990 ml dH,0
I POST-PCR I SCANSIONE E VALUTAZIONE
1 Aprire il software EURDArrayScan e accendere lo Scanner
2 Selezionare il protocollo e la woce del mend "Scansione vetrini®
3 Cliceare "Avwie® @ seguire b irugion del programma
Mella pagina “Mastra® verificare che nelle immagini tutti gli spot
di tutti gli array siano stati identificati correttamente e cliccare
4 “Salva”, Spegnere lo Scanner e stampare | risultati
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3. ANALISI STATISTICA
E stata effettuata un’analisi di tipo descrittivo, utilizzando Excel: in particolare le variabili

quantitative sono state espresse come frequenze assolute e relative (percentuali).
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Risultati

DQBI DQAI DQBI
02 03 05 01/04/06 | 03:01 | 03:02/03

02 7,6 0 17 21,15

03:02 |52 7,6 5,7 13,46

03/06 92,31

04/05 28,85

DQAl | 11,54 | 11,54 |82,69 |4423 |1923 |3,85

Non ¢ disponibile un gruppo di controllo appartenente alla stessa popolazione del campione in

esame; pertanto, si riportano di seguito le frequenze degli alleli disponibili in letteratura relative a

un campione di soggetti sani di etnia caucasica. I dati di seguito presentati sono tratti nello specifico

dallo studio “New HLA haplotype frequency reference standards: High-resolution and large sample

typing of HLA DR-DQ haplotypes in a sample of European Americans” condotto da W. Klitz et al.

Fregueamey % of BGAL-DGEL haplofypes from 1,899 Evopean Amadcans
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Discussione

Gli alleli HLA-DQA1 e HLA-DQBI1 sono stati studiati in condizioni di pertinenza dermatologica

diverse dalla dermatite erpetiforme, di seguito approfondite:

-Pemfigo volgare e foliaceo

In merito all’associazione tra i geni HLA-DQA1 e HLA-DQBI1 e PF/PV, si riporta uno studio
italiano, condotto da Fania L. et al. in cui sono state analizzate due coppie di fratelli di due famiglie
italiane, non imparentate, e affette da PV.

Nella famiglia A, 1 due pazienti con PV avevano lo stesso profilo genetico HLA: HLA-DQAI
*01:04/*03:01, HLA-DQB1 *03:02/*05:03 e HLA-DRB1 *04:02/*14:01.

Anche nella famiglia nella famiglia B, i due pazienti con PV presentavano lo stesso

genotipo HLA: HLA-DQAT1 *03:01/*05:08, HLA-DQB1 *03:01/*03:03 ¢ HLA-DRB1
*04:02/*11:01. Lo studio ha dunque mostrato la sussistenza di un’associazione tra il profilo HLA e
la presenza di PV nelle famiglie italiane studiate: infatti, nella famiglia A, tutti e sei gli alleli sono
frequentemente associati al PV, mentre nella famiglia B, due dei sei alleli sono spesso associati al
PV [114].

In uno studio condotto invece da Walsh P. et al, ¢ stata valutata I’associazione tra pemfigo e
leishmaniosi cutanea americana: ¢ emerso dunque che HLA-DQA1*01 ¢ un allele protettivo per la
leishmaniosi, mentre si associa a un maggior rischio di sviluppo di pemfigo; in relazione a HLA-
DQAT1*01:02 sono stati ottenuti risultati opposti, quindi questo rappresenta un fattore di rischio per
leishmaniosi e un fattore protettivo per pemfigo [115].

Ancora, si cita uno studio condotto da Brochado MJ, in cui ¢ stato dimostrato che gli alleli HLA-
A*11, 33, -B*14; -DRB1*01:01, *01:02; -DQA1*01:02; e -DQB1*05:01 predispongono allo
sviluppo di PF, mentre gli alleli HLA-B*38; -C*12; -DRB1*04:02, *08:04, *14:01, *14:04; -
DQA1*03:01; e -DQB1*03:02 and *05:03 favoriscono 1’insorgenza di PV [116]. Medesime
conclusioni si possono osservare nello studio condotto da S.Shams et al, in cui ¢ stata dimostrata
un’associazione tra I’insorgenza di PV in pazienti iraniani non ebrei e gli alleli HLA-DRB1*04, -
DRB1*1401, -DRB4, -DQA1*0104, -DQA1*03011, -DQB1*0302, and -DQB1*0502 [117]. Nello
studio condotto invece da lino et al, si € osservato come gli alleli HLA-A*02011, -A*2402101, -
DQA1*0104, -DQB1*05031 and -DRB1*1405 rappresentassero degli importanti elementi di
predisposizione per lo sviluppo di PV [118]. Si citano infine due ultimi studi: il primo, condotto da
Lee CW et al. in cui ¢ stato dimostrato come gli alleli DRB1*01, DQA1*0302 ¢ DQB1*0603

rappresentino fattori di rischio per lo sviluppo di PV [119], il secondo, condotto da Niizeki H. et al.,
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in cui ¢ stato evidenziato che 1’allele DQB1*0503 rappresenta un fattore di rischio per PV,

contrariamente agli alleli DQA1*0103 or DQB1*0601, per cui non si evidenzia associazione [120].
-Melanoma

Circa la presenza di un’associazione tra melanoma e HLA, si cita anzitutto uno studio condotto da
Roldan-Marin R. et al., in cui ¢ stato dimostrato che gli alleli HLA-DQB1*02:02 ¢ HLA-
DQA*01:03 si associano a un aumento della probabilita di sviluppo di melanoma acrale
lentigginoso nei Messicani. [121] Si riporta inoltre uno studio giapponese condotto da Kageshita T
et al., da cui ¢ emerso come la frequenza di HLA-DQB1*0302 sia aumentata in pazienti
giapponesi affetti da melanoma, mentre quelle HLA-DQA1*0101(04) e HLA-DQA1*0401 siano
diminuite. E stato infine osservato che, in pazienti con melanoma lentigginoso acrale, HLA-

DQA1*0103 rappresenti un fattore predisponente. [122]

Per quanto riguarda il PB, si rscontra un unico studio in letteratura, svolto su una popolazione

europea ¢ pubblicato nel 2021.

-Pemfigoide bolloso

Si cita nello specifico un recente studio inglese, pubblicato nel maggio del 2021 che ha dimostrato
la sussistenza di un’associazione tra gli alleli HLA-DQA1*05:05 e HLA-DRB1*07:01 e lo sviluppo
PB nei tedeschi [123].

I risultati di tale studio sono in linea con quelli riportati da studi precedenti; infatti, I’allele HLA-
DQAT1*05:05 era gia stato identificato come fattore predisponente allo sviluppo di BP in Brasiliani
[124]e Cinesi[125], mentre I’allele HLA-DRB1*07:01 era stato identificato come fattore protettivo
circa lo sviluppo di BP in Cinesi. [125]

I nostri risultati, in accordo con lo studio appena citato, hanno evidenziato una frequenza elevata
dell’allele DQAT1*05, pari all’82,69% in pazienti caucasici affetti da PB. Si ricorda invece come la
frequenza di tale allele nella popolazione generale, riportando i dati presenti in letteratura, sia solo
del 24,25%. I nostri risultati suggeriscono quindi una differenza di frequenza dell’allele nei soggetti
con PB; inoltre, I’aplotipo HLA-DQA1*05/DQB1*02 nel nostro studio compare con una frequenza
del 17%, mentre in letteratura, sempre in riferimento alla popolazione generale, la frequenza del

medesimo aplotipo ¢ del 13%.

35



Si sottolinea come la principale limitazione del nostro studio sia, oltre alla limitata numerosita
campionaria, I’assenza di un campione di controllo per evidenziare differenze statistiche nelle

distribuzioni della frequenza, il quale ¢ stato dunque preso dalla letteratura.
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Conclusioni

In conclusione, 1 nostri risultati hanno evidenziato un elevata frequenza dell’allele HLA-DQA1*05
nel campione di pazienti caucasici affetti da PB esaminato.

Alla luce dei risultati incoraggianti di questa esperienza iniziale, auspichiamo di poter confermare
queste osservazioni su un campione piu numeroso ¢ di poter raccogliere un gruppo di controllo di

soggetti sani proveniente dalla stessa area geografica.
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