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Associazione tra genotipo virale, HLA e manifestazioni
extra-epatiche dell’epatite C*

Viral genotype and HLA class II alleles influence on extra-hepatic
manifestations of chronic HCV infection
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SUMMARY

Objective: To test whether an association between HCV genotype, HLA class I alleles distribution and extra-hepatic
manifestations (EHM ) can be demonstrated in a group of Italian patients with chronic HCV infection .

Methods: Sixty patients affected by HCV infection with EHM were consecutively enrolled. 163 HCV patients without
EHM were tested as controls for the prevalence of HCV genotypes, while we referred to literature as to the controls
for HLA distribution. HCV-RNA was quantified by a RT-PCR. HLA class I alleles typing was performed using a stan-
dard microlymphocytotoxicity assay. We used chi-square or Fisher test (p<0.05 significant). Odds Ratio (OR) was
performed by 2X2 contingency table.

Results: HCV 2¢ genotype was found in 63.46% of patients compared to 19.63% of controls (p<0.0001; OR=7.11).
Furthermore, it correlated with carpal tunnel syndrome (p=0.03; OR=4.5) and autoimmune thyroiditis (p=0.02;
OR=9.2). On the contrary, 1b genotype protected from EHM in toto (p=0.0004; OR=0.21) and particularly from carpal
tunnel syndrome (p=0.0014; OR=0.07). Moreover, 3a genotype prevented HCV people from having cryoglobuline-
mia (p=0.05; OR=0.11). As to HLA, DR6 seemed to facilitate EHM in HCV patients (p=0.041; OR=1.61), while DQ2
(p=0.03; OR=0.5) and DQ3 (p=0.002; OR= 0.5) may play a protective role. In addition, HLA DR3 was associated
with cryoglobulinemia (p=0.02; OR=9.5).

Conclusions: According to our findings, 2¢ genotype can be considered as a major risk factor for developing HCV-
related EHM, while 1b genotype seems to prevent their onset; there are also evidences suggesting that HLA might play

a role in chronic HCV infected patients.

*Lavoro premiato al XLIV Congresso SIR, Venezia 2007.

INTRODUZIONE

Le malattie autoimmuni sono caratterizzate da
anormale attivazione dei linfociti B con pro-
duzione di autoanticorpi, comparsa di linfociti T
autoreattivi ed alterazioni del complemento.
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La fisiopatologia di tali affezioni ¢ sconosciuta;
sembra tuttavia che fattori genetici ed infezioni vi-
rali possano essere coinvolti nella loro eziopatoge-
nesi (1, 2).

Tra i virus candidati, uno dei piu studiati & quello
dell’epatite C (HCV) (3, 4).

La morbilita associata con 1’infezione da HCV e,
infatti, dovuta non solo alle sequele dell’epatopatia
cronica (cirrosi, carcinoma epatocellulare), ma an-
che a disordini extra-epatici nell’ospite (5, 6), che
secondo alcune stime sarebbero presenti in circa il
36% dei pazienti HCV, ma I’esatta prevalenza non
¢ nota (7, 8). HCV puo, infatti, replicarsi in tessu-
ti e cellule extraepatiche, comprese le cellule mo-
nonucleate del sangue periferico (9), e tale recen-
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te osservazione ha dato lo spunto per analizzare i
possibili meccanismi dei fenomeni autoimmuni as-
sociati ad HCV (10, 11).

A tale proposito, diversi studi hanno cercato di di-
mostrare 1’associazione tra fattori virali, come il ti-
tolo sierico di HCV-RNA e/o il genotipo virale, e
la suscettibilita a sviluppare disordini immunome-
diati in pazienti con infezione da HCV (12, 13).
E stato, inoltre, ipotizzato che fattori dell’ospite
possano giocare un ruolo importante nella patoge-
nesi delle manifestazioni extra-epatiche (MEE)
HCV-correlate. Una predisposizione genetica, in-
fatti, & stata ben dimostrata in diverse malattie au-
toimmuni, sia in modelli animali che umani. E evi-
dente che tale predisposizione possa essere attri-
buita, almeno in parte, ai prodotti del sistema mag-
giore di istocompatibilita (HLA) (14, 15), la cui
funzione &, infatti, quella di regolare la risposta im-
munitaria. E anche noto che molte malattie au-
toimmuni, disordini immunomediati, formazione
di autoanticorpi (16) si verificano pit frequente-
mente in portatori di particolari antigeni A, B, DR
del sistema HLA.

Lo scopo del nostro studio, quindi, ¢ stato quello
di valutare il ruolo giocato dall’assetto genetico
HLA - DR e -DQ del paziente e dal genotipo vira-
le come fattori di rischio per lo sviluppo di MEE
in pazienti con infezione cronica da HCV.

MATERIALI E METODI

Sessanta pazienti, non parentati, affetti da infezio-
ne cronica da HCV con MEE sono stati inclusi
consecutivamente nello studio tra ottobre 2001 e ot-
tobre 2006; di questi, 49 erano femmine e 11 ma-
schi. L’eta media era di 59,3 anni (dev. std. = 9,7
anni) e la durata media del disordine extra-epatico
di 7,1 anni (mediana 4 anni).

Nello stesso periodo sono stati arruolati 163 pa-
zienti con infezione da HCV senza MEE come con-
trolli per la prevalenza dei genotipi di HCV, men-
tre per la distribuzione degli alleli HLA di classe
IT nella popolazione sana, abbiamo fatto riferi-
mento ai dati presenti in letteratura (17, 18).

Per rendere possibile il confronto tra soggetti del-
la stessa area geografica, tutti i pazienti ed i con-
trolli provenivano dall’Italia Centrale. Il consenso
informato e 1’approvazione della commissione eti-
ca sono stati ottenuti prima dell’inizio dello studio.
Test ematologici di routine sono stati effettuati su
tutti i pazienti, compresa la ricerca del Fattore Reu-
matoide IgM, degli anticorpi anti-tiroide, degli an-

ticorpi antinucleari (ANA) con immuno-fluore-
scenza indiretta (Hep2) e delle crioglobuline; la
crioglobulinemia era riportata come positiva quan-
do il criocrito era >1%.

La determinazione del genoma virale ¢ stata effet-
tuata mediante reazione polimerasica a catena con
trascrittasi inversa (RT-PCR).

La tipizzazione degli alleli HLA di classe II ¢ sta-
ta ottenuta con un test standard di microlinfocito-
tossicita su preparazioni purificate di linfociti B
nei pazienti HCV.

Per rendere possibile il confronto delle frequenze
fenotipiche ottenute sui pazienti con il test di mi-
crolinfocitotossicita con quelle genotipiche ripor-
tate in letteratura, abbiamo operato la trasforma-
zione secondo la formula in uso:

F 100 = 1-y/ 1-F,(con F : frequenza genica
e F, : frequenza fenotipica).

Le frequenze degli alleli HLA sono state confron-
tate tra i gruppi utilizzando 1’analisi convenziona-
le del chi-quadro con correzione di Yate, quando
appropriato, o il test esatto di Fisher (2 code). Un
valore di p<0.05 ¢ stato considerato significativo.
L’ odds ratio (OR) ¢ stata calcolata utilizzando una
tabella di contingenza 2x2. Quando il valore di una
cella nella tabella 2x2 era 0, ¢ stata applicata la
modificazione di Haldane.

RISULTATI

Le manifestazioni clinico-sierologiche piu frequenti
nei nostri pazienti con infezione cronica da HCV
(Tab. I) erano crioglobulinemia (57,63%), sindrome
del tunnel carpale (STC) (42,59%), sindrome sicca
(31,48%), poliartrite cronica (17,24%); il fattore
reumatoide era positivo in 41 pazienti (68,33%) e
gli ANA in 17 (29,31%).

In tabella II sono illustrate le correlazioni tra le
MEE e il genotipo virale. Dai dati ottenuti, risulta
evidente I’associazione tra il genotipo 2c e la com-
parsa di MEE nel loro complesso (OR=7,11;
p<0,0001; pc=0,0006). Abbiamo, inoltre, riscon-
trato una associazione tra tale genotipo e alcune
MEE, che perd non mantengono la significativita
statistica dopo la correzione del p per il numero di
confronti effettuati. In particolare, & emersa I’asso-
ciazione con la presenza di STC (OR=4,5; p=0,03;
pc=n.s) e di tiroidite autoimmune (OR=9,2; p=0,02;
pc=n.s) (dati non evidenziati nel testo).

Al contrario, emerge I’effetto protettivo, statistica-
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mente significativo, che il genotipo 1b sembra con-
ferire verso la comparsa di MEE in toto (OR=0,21;
p=0,0004; pc=0,0024) e, in particolare, verso la
STC (OR=0,07; p=0,0014; pc=0,0084). Inoltre, il
genotipo 3a sembra proteggere dalla comparsa di
crioglobulinemia in modo statisticamente signifi-
cativo (OR=0,11; p=0,05; pc=n.s).

Tabella I - Distribuzione delle manifestazioni clinico-sierologiche
nei 60 pazienti HCV con MEE.

Manifestazioni clinico-sierologiche N. %
Crioglobulinemia 34 (57,63%)
Sindrome del tunnel carpale (STC) 23 (42,59%)
Sindrome sicca 17 (31,48%)
Poliartrite cronica (5AR, 3ARPS) 10 (17,24%)
Fenomeno di Raynaud (RP) 8 (13,56%)
Tiroidite autoimmune 6 (10%)
Poliartrite e STC 7 (12%)
Poliartrite e crioglobulinemia 6 (10,3%)
Poliartrite e sindrome sicca 5 (8,6%)
Poliartrite e tiroidite autoimmune 1 (1,7%)
Crioglobulinemia e sindrome sicca 11 (18,6%)
Crioglobulinemia e RP 4 (6,7%)
Sindrome sicca, CAH e RP 4 (7,4%)
Fattore reumatoide 41 (68,33%)
ANA 17 (29,31%)

Per quanto concerne la distribuzione degli alleli
HLA traipazienti HCV + con MEE rispetto alla po-
polazione generale di controllo della letteratura
(Tab. III), si evince una debole associazione con il
DR6 (OR=1,61; p=0,041; pc=n.s), mentre il posse-
dere I’allele DQ2 (OR=0,5; p=0,03; pc=n.s), DQ3
(OR=0,5; p=0,002; pc=0,02) e DR2 (OR=0,47;
p=0,059; pc=n.s) sembra conferire protezione per la
comparsa delle MEE.

Inoltre, dai nostri dati emerge anche che I’allele
HLA DR3 conferisce il rischio di sviluppare crio-
globulinemia (OR=9,50; p=0,02; pc=n.s).

Non emergono nel nostro studio correlazioni dirette
tra I’assetto genetico HLA dell’ospite e il genoti-
po del virus.

DISCUSSIONE

Dai dati ricavati dal nostro studio, emergono pos-
sibili associazioni tra le MEE con il genotipo vira-
le di HCV e tra la presenza di MEE e I’assetto ge-
netico del paziente.

Riguardo il genotipo virale, numerose correlazio-
ni sono emerse: le piu significative, mai descritte
prima da altri gruppi, riguardano 1’associazione
tra il genotipo 2c di HCV e lo sviluppo delle MEE

Tabella Il - Distribuzione del genotipo virale nei pazienti HCV con e senza MEE.

Genotipo virale HCV+MEE+ HCV+MEE- OR p pc
Ta 5/52 (9,62%) 28/163 (17,08%) 0,51 0,27
1b 7/52 (13,5%) 68/163 (41,7%) 0,21 0,0004 0,0024
2a 4/52 (7,69%) 8/163 (4,9%) 1,61 0,67
2c 33/52 (63,46%) 32/163 (19,63%) 7,11 <0,0001 0,0006
3a 5/52 (9,62%) 271163 (16,56%) 0,53 0,31
4c 1/52 (1,92%) 5/163 (3%) 0,61 0,96

Tabella 111 - Distribuzione alleli HLA tra i pazienti HCV+ con MEE e i sani.
HLA HCV+MEE+ Controlli sani OR p pc
DQ1 36/112 (32,14%) 271/760 (35,65%) 0,85 0,52
DQ2 12/112 (10,71%) 146/760 (19,21%) 0,5 0,03 ns
DQ3 30/112 (26,78%) 319/760 (41,97%) 0,5 0,002 0.02
DQ4 4/112 (3,57%) 221760 (2,89%) 1,2 0,76
DR1 12/120 (10%) 97/1074 (9%) 1,12 0,85
DR2 8/120 (6,67%) 141/1074 (13,13%) 0,47 0,059 ns
DR3 7/120 (5,83%) 89/1074 (8,29%) 0,69 0,45
DR4 10/120 (8,33%) 67/1074 (6,24%) 1,37 0,49
DR5 31/120 (25,83%) 250/1074 (23,28%) 1,15 0,6
DR6 32/120 (26,67%) 198/1074 (18,43%) 1,61 0,041 ns
DR7 14/120 (11,67%) 119/1074 (11,08%) 1,06 0,97
DR8 4/120 (3,34%) 31/1074 (2,89%) 1,16 0,77
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nel loro complesso (OR=7,11; p<0,0001;
pc=0,0006). 11 genotipo 2c ¢& risultato correlato,
inoltre, con la STC (OR=4,5; p=0,03; pc=n.s) e
con la tiroidite autoimmune (OR=9,2; p=0,02;
pc=n.s) nei pazienti in studio.

Alcuni di questi risultati trovano conferma in Se-
bastiani et al. (19), che evidenziava una significa-
tiva associazione tra il genotipo virale 2c e le MEE
complessivamente (OR=5,1; p=0,00001).

Il genotipo virale 1b, invece, sembra proteggere in
modo statisticamente significativo dallo sviluppo di
MEE nella loro totalita (OR=0,21; p=0,0004;
pc=0,0024) e dalla STC in particolare (OR=0,07;
p=0,014; pc=0,0084) nei pazienti esaminati. La
correlazione in senso protettivo verso la comparsa
di MEE era gia stata trovata da Sebastiani et al.
(OR=0,21; p=0,002) (19).

Riguardo I’assetto genetico del paziente, abbiamo
trovato che i portatori dell’allele HLA DQ2 (OR=
0,5; p=0,03; pc=n.s), DQ3 (OR=0,5; p=0,002;
pc=0,024), DR2 (OR=0,47; p=0,059; pc=n.s) risul-
tavano protetti dall’infezione da virus dell’epatite C
e dalle sue conseguenti MEE in modo statistica-
mente significativo, mentre 1’allele DR6 sembrava
conferire loro suscettibilita (OR=1,61; p=0,041;
pc=n.s). Abbiamo confrontato i nostri risultati con
quelli precedentemente descritti da altri autori ed
abbiamo trovato numerosi riscontri.

Anche Yoon et al. osservavano che la frequenza al-
lelica del DQ?2 era significativamente piu bassa nei
portatori cronici di HCV che nei controlli sani (20).
Le conferme pitl numerose riguardano il DQ3.
Molti autori (21) sostengono che tale allele risulta
protettivo verso I’infezione cronica da HCV (22),
favorendo la clearance spontanea del virus (23-26),
e quindi associa con un’infezione autolimitantesi,
con una malattia meno severa e minor rischio di
epatopatia HCV-correlata end-stage (27-31), per-
che piu efficiente nel presentare gli epitopi HCV ai
linfociti T CD4+ (32, 33).

In merito al DR2, 1 nostri dati concordano con stu-
di che dimostravano la sua prevalenza nei pazien-
ti con infezione autolimitantesi rispetto ai pazien-
ti con infezione cronica (34), in quanto favorireb-
be la clearance virale (35).

Riguardo all’importanza del DR6 nello sviluppo
delle MEE in pazienti HCV+, i nostri risultati con-
fermano quelli di Sebastiani et al. (19). E stata an-
che segnalata un’aumentata frequenza dell”’ HLA
DR6 in pazienti italiani HCV positivi con lichen
planus orale (36). Scotto et al. inoltre, hanno evi-
denziato che la presenza del DR6 predisponeva ad
un maggiore danno epatico (37).

Sono emerse anche altre associazioni riguardo al-
cune manifestazioni cliniche e sierologiche.

Nel nostro studio, la crioglobulinemia compare as-
sociata alla presenza dell’assetto genico HLA DR3
(OR=9,50; p=0,02; pc=n.s). L’associazione negati-
va del DRS con la crioglobulinemia (OR=0,07) che
era stata trovata da Sebastiani et al. (19) non trova
pienamente conferma nei nostri dati (OR= 0,32;
p=0,06). In contrasto con questi risultati, Amoroso
et al. (38) hanno riportato una significativa aumen-
tata frequenza di DRS in pazienti crioglobulinemi-
ci se confrontati con i controlli (p=0,0035) e anche
Congia et al. (39) hanno evidenziato che il DRS, nei
pazienti con infezione da HCV, era associato con
sintomi clinici di crioglobulinemia quando con-
frontati con pazienti asintomatici e controlli. Que-
sta discrepanza puo essere dovuta a una diversa nu-
merosita del campione esaminato e/o alle differen-
ze geografiche dei pazienti. Cacoub (40) inoltre, af-
fermava che il DRS era associato con un maggior
rischio di sviluppo della crioglobulinemia HCV cor-
relata (OR=3,4; pc= 0,017).

Ritornando all’associazione tra DR3 e formazione
di crioglobuline da noi trovata, questa era stata ben
evidenziata anche da Yee (27), Manns e Rambusch
(41), Nocente et al. (42), Lenzi et al. (43), Hwang
et al. (44).

E stato anche visto che la crioglobulinemia HCV
correlata era associata al genotipo virale 2c con
OR=3,52, al genotipo 2a con OR=2,48, al genoti-
po Ibcon OR=1,51. Se invece, il genotipo era il 3a
il paziente HCV positivo sembrava protetto dal pre-
sentare anche una crioglobulinemia (OR=0,11;
p=0,05; pc=n.s). Anche Zignego et al. (45) hanno
trovato che il genotipo 2a di HCV era piu frequente
nei soggetti con crioglobulinemia mista che nei
controlli (41% vs 15%).

Possiamo confermare la particolare frequenza del-
la tiroidite autoimmune nei soggetti HCV positivi
presente in letteratura (42, 46-49). Piu precisa-
mente, la prevalenza da noi trovata (10%) ¢ per-
fettamente in linea con quella riscontrata da Brous-
solle et al. (4,6-15%) (50), da Huang et al. (13,5%)
(51), da Antonelli et al. (17-21%) (52), da Testa et
al. (11,6%) (53).

Piu in generale ancora, la prevalenza delle manife-
stazioni clinico-sierologiche nella nostra casistica,
¢ in linea con quella osservata dal GERMIVIC (48)
nel 2000 per alcuni parametri considerati (crioglo-
bulinemia =57,63% vs 56%, poliartrite =17,24% vs
19%, tiroidite autoimmune =10% vs 13%), mentre
se ne discosta per altri (sindrome sicca =31,48% vs
12%, positivita degli ANA =29,31% vs 41%, po-
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sitivita del fattore reumatoide =68,33% vs 38%):

ta

li differenze potrebbero essere dovute alla diver-

sa numerosita (60 pazienti vs 321), provenienza
geografica e selezione (ambiente reumatologico vs
ambiente internistico) del campione esaminato o al-

la

diversita delle metodiche per dosare gli autoan-

ticorpi.
In conclusione, quindi, si conferma la forte corre-

la

zione, da noi gia descritta, del genotipo 2c¢ con lo

sviluppo di MEE; parimenti, si conferma la prote-

Zi

one che il genotipo virale 1b sembra conferire

verso di esse: paradossalmente si tratta proprio di
quel genotipo che sappiamo associato con epato-
patia piu aggressiva e possibile evoluzione in epa-

to

carcinoma, identificato anche come quello meno

sensibile alla terapia con interferone alfa.

RIASSUNTO

Scopo: Valutare il ruolo dei genotipi HCV e degli alleli HLA di II classe come fattori di rischio per manifestazioni ex-
traepatiche nell’infezione cronica da HCV. A tale scopo abbiamo reclutato 60 pazienti con HCV e manifestazioni ex-
traepatiche e 163 pazienti HCV+ senza manifestazioni extraepatiche come controlli per la prevalenza del genotipo, ri-

ferendoci alla letteratura per la distribuzione del DR e DQ.

Risultati: 1 risultati del nostro studio hanno messo in evidenza:
1) un’associazione tra il genotipo 2c e le manifestazioni extraepatiche, la sindrome del tunnel carpale (STC) e la ti-

roidite autoimmune;

2) che il genotipo 1b protegge dalle manifestazioni extraepatiche e dalla STC;

3) che il genotipo 3a protegge dalla crioglobulinemia;

4) che il DR6 predispone alle manifestazioni extraepatiche e il DR3 alla crioglobulinemia;
5) che DQ2 e DQ3 proteggono dalle manifestazioni extraepatiche.

Parole chiave - HCV-HLA, manifestazioni extra-epatiche.
Key words - HCV-HLA, extra-hepatic manifestations.

Anche I’'HLA del paziente sembra svolgere un ruo-
lo nella predisposizione genetica o nella protezio-
ne conferita verso la comparsa di MEE di tipo im-
munitario in soggetti con infezione cronica da
HCYV, ma non cosi determinante come il genotipo
virale. Tuttavia, non emergono nel nostro studio
correlazioni dirette tra 1’assetto genetico HLA
dell’ospite e il genotipo virale.

Nel loro insieme, questi risultati suggeriscono che
I’infezione da HCYV, frequentemente associata alla
comparsa di patologie immunomediate, rappre-
senta un interessante modello umano di auto-im-
munita indotta da un virus a RNA in individui ge-
neticamente predisposti.

Certamente, studi pil estesi sono necessari per ve-
rificare questa ipotesi.
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