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IL RUOLO DEL POLIMORFISMO HLA-G 14bp NELLINVECCHIAMENTO
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Nel corso dell'invecchiamento, 'azione combinata di fattori
intrinseci, ormoni e mediatori dell'infiammazione induce I'au-
mento di condizioni infiammatorie con una conseguente maggio-
re suscettibilita alle malattie.' 'inflammazione cronica rappre-
senta infatti un marker di differenti patologie associate all'invec-
chiamento come |” Alzheimer e il Parkinson che congiuntamen-
te all’arterosclerosi e alle cardiopatie condizionano pesantemen-
te I'aspettativa di vita. Recentemente, 'evidenza di una relazio-
ne negativa tra genotipi pro-inflammatori e l'invecchiamento ha
confermato l'importanza dei meccanismi inflammatori nei sog-
getti anziani.” Gli antigeni HLA-G sono glicoproteine eterodime-
riche presentanti peptidi, associate non covalentemente alla $2-
microglobulina, caratterizzate da un polimorfismo proteico di
soli 15 alleli, dalla presenza di diverse isoforme da splicing alter-
nativo del mRNA ed una ristretta distribuzione tissutale. Le mole-
cole HLA-G, sia di membrana (HLA-G1) che solubili (sHLA-G1
da taglio proteolitico e HLA-G5 da splicing alternativo), hanno
evidenziato funzioni tolerogeniche nei confronti della risposta
cellulare innata ed adattativa. E stata dimostrata la capacita inibi-
trice delle molecole HLA-G nei confronti dell’attivita citotossica
delle cellule natural killer, dei linfociti T CD8+ e di controllo del-
lalloproliferazione dei linfociti T CD4+. La produzione quanti-
tativa delle molecole HLA-G ¢ regolata da un polimorfismo di
inserzione/delezione di 14 paia di basi (14bp) localizzato nella
regione 3’ non tradotta del gene HLA-G.® Linserzione di 14bp
risulta associata ad una instabilita del'mRNA specifico con una
conseguente ridotta produzione proteica. Sulla base di tali presup-
posti abbiamo analizzato l'ipotesi di un possibile ruolo del poli-
morfismo HLA-G 14bp nei complessi meccanismi che regolano
il raggiungimento di un’eta avanzata.

Materiali e Metodi. Due gruppi di soggetti sani, suddivisi in base
all’eta in inferiori ai 30 anni (n=149; uomini n=58; donne n=91;
eta media = 22.5+5.5 anni) e superiori ai 75 anni d’eta (n=183;
n=94; donne n=89; etd media = 82.5+5.3 anni), sono stati geno-
tipizzati, mediante PCR specifica, per il polimorfismo inserzio-
ne/delezione di 14bp del gene HLA-G3. I livelli plasmatici di
HLA-G solubile (sHLA-G) sono stati analizzati mediante tecnica
immunoenzimatica con l'anticorpo monoclonale MEM-G9
(Exbio, Praha), specifico per le isoforme sHLA-G1 e HLA-G5, 3
in un gruppo di soggetti sani con un’eta compresa trail9 edi75
anni (n=154; uomini n=83; donne n=71; etd media = 40.1+12.3
anni), studiati anche per i livelli plasmatici di IL-10.

Risultati. T due gruppi di soggetti sani con eta diverse hanno
presentato una frequenza simile dei 3 genotipi HLA-G 14bp.
Comungque, il confronto tra i due sessi ha evidenziato una dimi-
nuita frequenza del genotipo +14/+14bp nei soggetti maschili
anziani rispetto a quelli con eta inferiore a 30 anni (p=0.004,
OR=0.41; CI95% = 0.1675-1.014). Nessuna differenza significa-
tiva & stata invece osservata nella distribuzione dei genotipi nel-
la popolazione femminile. Inoltre, nell’ambito dei soggetti con eta
superiore ai 75 anni & stata riportata una frequenza significativa-
mente diminuita del genotipo +14/+14bp nei maschi rispetto alle
femmine (p=0.03, OR=0.43; CI 95%=0.1915-1.004). Entrambi i
dati concordano quindi con l'ipotesi di un effetto negativo media-
to dal genotipo +14/+14bp nell’aspettativa di vita dei soggetti
maschili. Uipotesi della presenza di uno specifico microambien-
te femminile, capace di controbilanciare I'effetto negativo del

genotipo +14/+14bp, ¢ stata supportata dai dati ottenuti dalle
analisi effettuate nel plasma. E stata infatti osservata una concen-
trazione pil alta di molecole solubili HLA-G nei soggetti femmi-
nili (»=0.0001; Test U di Mann-Withney) rispetto a quelli maschi-
li. In particolare, nel plasma dei soggetti femminili con genotipo
+14/+14bp sono stati rilevati livelli di HLA-G5/sHLA-G1 piu ele-
vati (mediana 48.5 ng/mlL, range 7.3-97.6 ng/mL) rispetto ai sog-
getti maschili (15.3 ng/mL, range 2.2-30.3 ng/mL) (p=0.016; Test
U di Mann-Withney). Inoltre, a conferma della diversita del
microambiente in relazione al sesso, ¢ stata anche osservata una
maggiore frequenza di campioni plasmatici dei soggetti femmi-
nili positivi per la presenza di IL-10, uno dei maggiori up-modu-
latori delle molecole HLA-G (soggetti femminili: 43/71 = 60.6%
vs soggetti maschili: 19/83= 22.9 %; p=1.8x10"; Test esatto di
Fisher). I livelli di sHLA-G e di IL-10 sono risultati significativa-
mente correlati (tho = 0.327, p< 0.0001; Analisi di correlazione di
Spearman), confermando la stretta relazione tra queste moleco-
le. Conclusioni. I risultati ottenuti suggeriscono quindi un possibi-
le ruolo funzionale del polimorfismo HLA-G 14bp nel regolare il
raggiungimento di un’etd avanzata e propongono la presenza di
uno specifico microambiente femminile, che garantirebbe una
maggiore capacita di produzione di molecole HLA-G influenzan-
do positivamente I'aspettativa di vita.
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Il crescente utilizzo di protocolli chemioterapici di condiziona-
mento ad intensita ridotta nel trapianto di midollo emopoietico
(TMO), il cui successo terapeutico & strettamente legato all’effet-
to graft versus tumor mediato dai T-linfociti, ha implicato un con-
seguente aumento di TMO con progenitori emopoietici circolan-
ti (PEC), che come noto contengono una quota T-linfocitaria mol-
to superiore al midollo. Fino ad un recente passato la raccolta di
PEC, dopo mielostimolazione con G-CSE era autorizzata solo
nei donatori parentali, mentre era possibile nei donatori non con-
sanguinei solo in caso di seconda donazione per lo stesso riceven-
te. Dal 01/01/2005 & divenuto attuativo un protocollo dell'Italian
Bone Marrow Donor Registry (IBMDR),' che prevede la raccolta
di PEC da donatori non parentali anche in occasione della prima
donazione. Va sottolineato che il TMO da donatore non paren-
tale di PEC pone una serie di problematiche. Innanzitutto si ritie-
ne etico, soprattutto in caso di donazione non parentale, cercare
di somministrare i dosaggi minimi di G-CSF utili al raggiungi-
mento del target di raccolta. Inoltre, & necessario programmare i
giorni di raccolta prima dell’inizio della mielostimolazione, per
sincronizzare le aferesi con il TMO dal momento che: 1) general-
mente le staminoaferesi ed il TMO avvengono in due ospedali
diversi; 2) il congelamento dei PEC raccolti non & consentito dal
protocollo IBMDR; 3) non si possono effettuare pits di due stami-
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noaferesi consecutive, poiché una prolungata conservazione dei
PEC a +4°C provoca un eccessivo decadimento della vitalita cel-
lulare. Pertanto, il fenomeno della mobilizzazione nel donatore
sano & stato oggetto di vari studi,”” che tuttavia non hanno pro-
dotto indicazioni unanimi. Anche presso il nostro Servizio ¢ sta-
to condotto uno studio retrospettivo sui donatori di PEC, con I'o-
biettivo di valutare 'impatto di alcune caratteristiche biologiche
quali sesso ed eta sulla mobilizzazione di PEC, e definire quale
sia, dall'inizio della mielostimolazione, la giornata in cui si osser-
vi una mobilizzazione ottimale e dunque in cui sia opportuno
programmare la prima seduta aferetica.

Materiali e Metodi. Sono stati analizzati i dati relativi a donazio-
ni di PEC effettuate nel periodo 01/01/2002 - 31/05/2005. Il pro-
tocollo di mobilizzazione ha previsto la somministrazione di G-
CSF al dosaggio di 10 microg/Kg/die, in due dosi giornaliere rifrat-
te. Il monitoraggio della mobilizzazione di PEC ¢ stato effettua-
to mediante la conta giornaliera con metodica citofluorimetrica
(metodo ISHAGE) delle cellule CD34+ circolanti. Il monitoraggio
¢ iniziato a partire dal giorno +3 o +4 dall’'inizio della mielostimo-
lazione, quando ¢ stato raggiunto un valore di leucociti >20x10%/L.
Al fine di definire 'impatto di et e sesso sulla mobilizzazione
sono stati considerati, per ciascun donatore, i picchi di mobiliz-
zazione di cellule CD34+ (espressi come CD34/microL) osserva-
ti in corso di monitoraggio. Inoltre, per definire i giorni di mobi-
lizzazione ottimale, & stato calcolato, per ogni giorno compreso
tra +3 e +5 dall’'inizio della mielostimolazione, il valore medio del-
le concentrazioni di cellule CD34/microL osservate nei soggetti
monitorati. analisi statistica delle differenze tra popolazioni a
confronto ¢ stata effettuata con il T-student test. Le raccolte di
PEC sono state effettuate con separatori COBE Spectra (softwa-
re 4.7), quando la mobilizzazione era > 20 CD34/microl. Il tar-
get di raccolta era > 4x10° CD34/kg di peso corporeo del riceven-
te.

Risultati. Sono state analizzate le mobilizzazioni di 44 donato-
ri (43 parentali ed 1 non consanguineo), con eta media di
48.84+11.18 anni. Il valore medio di CD34/microl osservato nei
maschi ¢ risultato di 53.02+38.79, mentre nelle donne di
59.64+29.44 (p NS). E stata analizzata la mobilizzazione media
di PEC nelle varie fasce d’eta (Tabella 1).In 8/44 donatori non &
stato possibile completare il programma di raccolta entro la gior-
nata +5, per cui & stato determinato il conteggio delle CD34+ cir-
colanti anche in giornata +6, con un valore medio di 18.2+8.3
CD34+/microl. E stato raggiunto il target di raccolta in 37/44
(84%) donatori (raccolta media = 6.4 + 2.6 CD34x10°%Kg del rice-
vente). I 7 donatori che non hanno raggiunto il target avevano
un’etd media di 6147 anni (raccolta media = 3.3+0.6
CD34x10°/Kg del ricevente). Nell’'84 % (37/44) dei donatori il tar-
get & stato raggiunto con un massimo di 2 aferesi. Di questo grup-
po 31 (70% del totale dei donatori studiati) hanno iniziato la rac-
colta in giornata +4, e 6 (14%) in giornata +5. Dei donatori che
hanno effettuato la prima aferesi in +4 il 35% (13/37) ha conclu-
so il programma di raccolta con una sola procedura, risultato che
& stato ottenuto in 4 dei 6 donatori raccolti a partire dal giorno +5.
Sono state effettuate 3 aferesi in 7/44 (16%) donatori, di cui 6/7
hanno effettuato la prima in giornata +4 e solo 1 in giornata +5.

Conclusioni. secondo alcuni Autori nei soggetti di sesso maschi-
le si osserva una migliore mobilizzazione di PEC rispetto a quel-
li di sesso femminile’, mentre nella nostra esperienza la differen-
za tra i due sessi non & statisticamente significativa. I risultati
pubblicati in letteratura sono controversi anche circa la correlazio-
ne tra eta e mobilizzazione, poiché secondo alcuni Autori®, e
secondo quanto osservato nel nostro Studio, i soggetti di eta supe-
riore a 50 anni mobilizzano meno dei soggetti pit giovani, men-
tre secondo altri Autori’ non vi ¢ alcuna correlazione tra eta e
mobilizzazione. Per quanto riguarda la programmazione della
prima seduta aferetica, alcuni Autori*’ e lo stesso IBMDR1 racco-
mandano di eseguire la prima raccolta di PEC in giornata +5.
Secondo la nostra esperienza, nei donatori sani, sembra indicato
effettuare la prima aferesi in giornata +4 dall’inizio della mielo-
stimolazione, momento che coincide con un elevato grado di
mobilizzazione che si mantiene in +5. Inoltre, 'esecuzione della
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prima aferesi in +4 consente di ridurre le dosi di G-CSF sommi-
nistrate, qualora si raggiunga il target di raccolta con un’unica
procedura (35% dei casi), ed in caso contrario di effettuarne una
seconda in +5 in presenza di una mobilizzazione di PEC ancora
ottimale. E infine da rilevare che anche nel gruppo di donatori in
cui la raccolta di PEC é stata iniziata nel giorno +5, nel 33% (2/6)
dei casi & stato necessario eseguire 2 staminoaferesi per raggiun-
gere il target di raccolta, stimolando il donatore sino alla giorna-
ta +6. In conclusione, nei casi in cui sia necessario stabilire i gior-
ni di raccolta prima dell’inizio della mielostimolazione cosi come
avviene nel caso della donazioni di staminali periferiche da dona-
tore non parentale (secondo il protocollo IBMDR), si ritiene indi-
cato, specie nel caso di donatori di eta inferiore a 50 anni, pro-
grammare la prima aferesi in +4 evitando cosi al donatore un inu-
tile prolungamento della mielostimolazione.

Tabella 1.
Eta N° donatori CD34/microL
(media=DS)
18-40 anni 15 62.96+19.52
40-50 anni 6 92.95+£59.23
50-60 anni 17 41.34+22.20
> 60 anni 6 41.20+40.44
Tabella 2.
Eta 18-50 anni Eta > 50 anni
(N° donatori =21) (N° donatori = 23) (T-student)
CD34/uL 71.53+36.56 41.31+27.02 <0.05
(media+DS)
Tabella 3.
Giorno +3 Giorno +4 Giorno +5
22 39 31
determinazioni determinazioni  determinazioni
CD34/uL 10.86+5.87 47.10+27.61 48.16+38.70
(media+DS)
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HLA DPBL E RISPOSTA A TERAPIA AFERETICA IN PAZIENTI AFFETTI DA COLITE
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Le malattie infiammatorie croniche dell'intestino (IBD) sono
caratterizzate da un’anomala risposta immunologico/ inflamma-
toria nei confronti di antigeni comunemente presenti nel lume
intestinale. A causa di una perdita della tolleranza o di un’altera-
ta permeabilita intestinale, viene attivata la risposta immune sen-
za che si verifichino i normali meccanismi di controllo della
risposta stessa con conseguente processo infiammatorio cronica-
mente attivato. Studi epidemiologici e di linkage hanno suggeri-
to che i fattori genetici giochino un ruolo chiave nel determina-
re la suscettibilita alle IBD. In letteratura & dimostrato che la leu-
coaferesi selettiva su colonna rappresenta un trattamento capa-
ce di condizionare la remissione di malattia in pazienti affetti da
colite ulcerosa (UC) non responder alle terapie convenzionali.
Presso il SIMT di Cuneo da alcuni mesi i pazienti affetti da UC
sono trattati utilizzando un sistema aferetico modificato in gra-
do di rimuovere, in unica seduta combinata, linfociti e citochine
infiammatorie. Al fine di individuare possibili alleli predisponen-
ti alla patologia e I'eventuale correlazione con i risultati terapeu-
tici ottenuti, abbiamo studiato i pazienti sia per HLA che per
alcuni microsatelliti o STR (Short Tandem Repeat).

Materiali e Metodi. 9 pazienti con UC (7 con rettocolite ulcero-
sa e 2 con pancolite), avviati al trattamento aferetico dalla Divi-
sione di Gastroenerologia, sono stati tipizzati per HLA-A*, B¥,
Cw*, DRB*, DQA1*, DQB1* e DPB1* con tecniche di PCR-SSP
e SSO in bassa ed alta risoluzione (Elpha Biotest, GenoVision
Biospa) e per i seguenti STR: D85S1179, D21S11, D7S5820,
CSF1PO, D3S1358, THO01, D13S317, D165539, D2S1338,
D195433, vWA, TPOX, D18S51, D55818, FGA (AmpFISTR®
Identifiler® PCR Amplification Kit). Successivamente i pazienti
trattati sono stati divisi in 2 gruppi a seconda della remissione (sei
casi) o non remissione (tre casi) della patologia dopo trattamen-
to aferetico.

Risultati e Conclusioni. la tipizzazione HLA non ha mostrato
alcuna correlazione con gli alleli HLA di classe I; per quanto
riguarda lo studio degli alleli di classe II, tutti i pazienti affetti da
rettocolite ulcerosa sono risultati positivi agli aplotipi correlati
alla malattia celiaca (1-3): due pazienti posseggono gli aplotipi
classici  DRB1*03-DQB1*0201-DQA1*0501 e DRB1*04-
DQB1*0302-DQA1*0301 (28.6%); 5 pazienti sono portatori
degli aplotipi non classici DRB1*07-DQB1*0202-DQA1*0201 (3
pazienti, 42.8%) e DRB1*11-DQB1*0301-DQA1*0505 (2 pazien-
ti, 28.6%). I 2 pazienti con pancolite risultano negativi per detti
aplotipi. Per quanto riguarda i risultati della terapia aferetica, i
pazienti che sono andati in remissione non hanno evidenziato
alcuna correlazione con gli alleli HLA di classe I, DRB o DQB1
mentre tutti risultavano HLA-DPB1*04 positivi, a differenza dei
pazienti che non hanno avuto alcun beneficio dalla terapia afe-
retica, di cui nessuno risultava HLA-DPB1*04 (»=0.0061). Lo stu-
dio dei microsatelliti mette in risalto che I'allele 13 del microsa-
tellite vWa, situato sul braccio corto del cromosoma 12 & presen-
te in 6 di 7 pazienti affetti da UC (frequenza allelica 0.4286),
rispetto alla normale distribuzione nella popolazione di 0.2245
(p=0.0141). La stessa cosa vale per 'allele 17 del microsatellite
D16S539 situato sul braccio lungo del cromosoma 16 con fre-
quenza allelica 0.4286 rispetto a quella della popolazione 0.1595
(»=0.0203). Questi risultati pur essendo preliminari e riferiti ad
una casistica ridotta, mettono in evidenza una possibile correla-
zione degli aplotipi HLA correlati alla celiachia con una patolo-
gia infiammatoria dell’intestino quale le rettocolite ulcerosa ed
evidenziano come la tipizzazione HLA-DPB1 possa risultare uti-
le nello screening dei pazienti da sottoporre a terapia con linfo-
cito-plasmaferesi. Lo studio dei microsatelliti conferma che pos-
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sibili geni correlati alle IBD possono essere situati sui cromoso-
mi 12 e 16, come gia evidenziato da altri autori’ con microsatel-
liti diversi. Inoltre in questa casistica risulta che anche sul cromo-
soma 18 potrebbero essere presenti eventuali geni correlati a UC:
infattil'allele 13 del microsatellite D18S51 presenta una frequen-
za allelica 0.4286 piu elevata rispetto a quella della popolazione
normale, 0.179 (p=0.0422).
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INTRODUZIONE DI UN SISTEMA AUTOMATIZZATO PER LESTRAZIONE DEL DNA
NEL LABORATORIO DI ISTOCOMPATIBILITA
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Nel nostro laboratorio si esegue la tipizzazione molecolare dei
geni che codificano per le proteine di membrana del sistema
HLA su : pazienti avviati al trapianto, campioni di sangue cor-
donale, donatori di midollo osseo, pazienti con malattie gene-
tiche e autoimmuni ed inoltre lo studio dei maggiori antigeni
piastrinici ed eritrocitari. Uattivita principale & rappresentata
della tipizzazione molecolare dei loci HLA di classe I e II dei
pazienti ematologici e del loro nucleo familiare, finalizzata all'in-
dividuazione di soggetti compatibili alla donazione di midollo
osseo e, nei casi di assenza di un familiare compatibile, della
tipizzazione molecolare di donatori di midollo osseo non cor-
relati (Marrow Unrelated Donor, MUD). Lestrazione del mate-
riale genomico rappresenta la fase preliminare delle metodiche
di biologia molecolare e il DNA estratto deve essere di ottima
qualita e in quantita’ adeguata per eseguire le tecniche di PCR-
SSP e PCR-SSO utilizzate in laboratorio. Recentemente, l'incre-
mento del numero di campioni da analizzare, ha reso necessa-
ria l'introduzione di un sistema automatico di estrazione del
DNA da affiancare alla tradizionale metodica del Salting-Out .

Materiali e Metodi. Dal 1° marzo 2005 & in uso nel nostro labo-
ratorio un sistema automatico a marchio EASY DNA HAMIL-
TON MICROLAB® SAMPLER SC (distribuito dalla Soc. Esseme-
dical S.r.l.) per l'estrazione del DNA da sangue periferico (PB) e
cordonale (SCO), dotato di un separatore magnetico termosta-
tato interno AGOWA® SEP BOX 7200 che prevede I'impiego
del kit di estrazione AGOWA"® mag MAXI Isolation Kit Plus per
un massimo di 288 campioni e di un software dedicato Micro-
lab-EASY DNA. Tale sistema & basato sull’utilizzo di biglie
magnetiche costituite da un nucleo di FesOs e ricoperte da una
matrice legante il DNA. Il procedimento di estrazione prevede
le seguenti fasi:

1) trattamento dei campioni con buffer per I'arricchimento in
linfociti con una diluizione 1: 2 per i campioni di sangue perife-
rico e di 1:5 per i campioni di sangue cordonale;

2) lisi con proteinasi e tamponi di lisi e successiva aggiunta di
biglie magnetiche a cui si lega il DNA;

3) lavaggi per eliminare i residui di proteine, polisaccaridi e
lipidi;

4) essiccazione del DNA legato alle biglie;

5) eluizione del DNA con buffer e raccolta del materiale geno-
mico.

La prima fase viene eseguita manualmente al fine di ottene-
re una maggiore resa dell’arricchimento del campione, mentre
le successive vengono svolte in completa automazione. Ogni
seduta prevede la possibilita di lavorare un massimo di 32 cam-
pioniin circa 5 ore, compresa la fase manuale. Il DNA cosi otte-
nuto ¢ immediatamente disponibile per I'uso del laboratorio.
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Tabella 1.
N° Campioni Campioni/seduta A260/A280 Concentrazione Quantita
estratti media media DNA DNA
media (ug/uL) media (yg)
587 22,6
PB SCo PB SCo PB SCo PB SCo
464 123 1,78 1,79 0,075 0,11 9,75 14,3
(DS+0,09) (DS+0,05)  (DS+0,06) (DS+0,08)

Materiali e Metodi. In un anno di attivita abbiamo estratto con
il sistema automatico EASY DNA e kit AGOWA, 587 campioni
di cui 464 di sangue periferico e 123 di sangue cordonale con
una media di 22,6 campioni estratti per ogni seduta. Il volume di
partenza & stato di 3 ml per i campioni di sangue periferico e di
800-1000 pL per i campioni di sangue cordonale. Al termine di
ogni seduta il DNA estratto dai campioni era risospeso in un
volume totale di 130 pL. La quantita e la purezza del materiale
genetico sono state valutate allo spettofotometro. La concentra-
zione media di DNA & stata di 0,075 pg/pL (DS+0,06) per i cam-
pioni diPB e di0,11 pg/pL (DS +0,08) per i campioni di SCO, che
corrisponde rispettivamente ad una quantita totale media di
DNA di 9,75 pg per il sangue periferico e di 14,3pg per quello cor-
donale. La purezza, calcolata dal rapporto A260/280, & stata di
1,78 (DS +0,09) per il PB e di 1,79 ( DS+0,05) per lo SCO come
valore medio. Nella Tabella 1 sono riassunti i dati ottenuti.

Conclusioni. Il sistema automatico EASY DNA presenta impor-
tanti vantaggi :

- facilita di esecuzione;

- utilizzo di reagenti chimici non tossici;

- svolgimento di tutte la fasi della metodica a temperatura
ambiente;

- possibilita di estrarre un elevato numero di campioni in tem-
pi brevi;

- ridotte dimensione dello strumento;

- DNA ottenuto pronto all’uso;

- software di facile utilizzazione.

Nella nostra esperienza il DNA estratto & stato impiegato nel-
le metodiche di PCR-SSP e PCR-SSO applicate alla tipizzazio-
ne degli antigeni del sistema HLA , dei gruppi eritrocitari e pia-
strinici. Le reazioni di amplificazione eseguite sono state estre-
mente soddisfacenti e 'assenza di episodi di mancata amplifi-
cazione conferma l'ottima qualitd del prodotto di estrazione.
La quantita di DNA ottenuta & stata sufficiente per eseguire tut-
ti i test di routine di laboratorio. Nei pazienti candidati al tra-
pianto di midollo e dei relativi donatori MUD, ¢ stato necessa-
rio utilizzare piti campioni per ottenere la quantita di DNA suf-
ficiente all'esecuzione dei numerosi tests di amplificazione. Alla
luce della nostra esperienza, possiamo affermare che in un labo-
ratorio di tipizzazione tissutale, I'introduzione del sistema auto-
matico EASY DNA & uno strumento indispensabile per ottimiz-
zare i tempi operativi della fase di estrazione ; cid consente una
migliore gestione del flusso operativo con una pitr efficiente
organizzazione dell’attivita del laboratorio.
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STUDIO PRELIMINARE SUL MATCHING TRA DONATORI NON CORRELATI E
RICEVENTI NEL TRAPIANTO DI CSE
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Il trapianto di Cellule Staminali Emopoietiche (CSE) da dona-
tore non correlato pud costituire il trattamento di elezione in
patologie linfoematopoietiche e nei disordini congeniti quando
non sia possibile individuare un fratello compatibile."® Grazie
alla sensibilizzazione di un numero sempre maggiore di indivi-
dui nei confronti di tale problematica si & raggiunta una consi-
derevole espansione dei registri di donatori di CSE sia in Italia
sia all’estero, che fa si che per ciascun ricevente sia possibile
individuare uno o pitt donatori. La probabilita di match periloci
HLA-A, B, DRB1 tra un ricevente ed almeno un donatore cre-
sce infatti in funzione del logaritmo del pool di donatori.* Tec-
niche di biologia molecolare ad alta risoluzione, unitamente al
sequenziamento diretto, vengono utilizzate per la tipizzazione
del DNA non solo a livello dei suddetti loci, ma anche dei loci
HLA-C, DPB1, DRB, DQBI, identificando matches e mismat-
ches non valutati nella valutazione primaria e che permettono
percio una selezione pit accurata del donatore pilti idoneo e
quindi, come emerge da studi recenti, di aumentare la probabi-
lita di riuscita del trapianto.’ Scopo del presente lavoro & stato
la creazione di un data base che permettesse di valutare e visua-
lizzare nel modo piti chiaro possibile il campione di potenziali
donatori (selezionati nel corso del biennio 2004 — 2005 dai nostri
centri trapianto PI 01 - Ematologia Pediatrica e PI02 — Ematolo-
gia Adulti) peri pazienti tipizzati presso il nostro Laboratorio di
Immunogenetica. La tabulazione di questi dati ha permesso di
effettuare un’ analisi preliminare del grado di match tra riceven-
te e donatore non correlato che in futuro potra essere sviluppa-
ta in una analisi non solo descrittiva ma anche statistica.

Materiali e Metodi. Il nostro studio ha preso in esame un cam-
pione di 39 pazienti affetti da disordini ematologici, di cui 3 di
nazionalita estera (questi ultimi provenienti dall’ U.O. di
Oncoematologia Pediatrica). Come da nostro protocollo inter-
no, ciascun soggetto in esame & stato sottoposto ad un indagi-
ne suddivisibile in due steps: 1 - tipizzazione molecolare in
bassa risoluzione dei loci HLA-ABC/DRB1DQB1 di un primo
campione di DNA; 2 — tipizzazione molecolare in alta risolu-
zione e sequenziamento diretto dei loci suddetti e del locus
DPB1, su di un secondo campione di DNA. Per la tipizzazione
dei donatori (90) si € utilizzato il medesimo campione per
entrambi gli steps sopraindicati. Nel nostro laboratorio i cam-
pioni di DNA sono ottenuti con estrazione da sangue periferi-
co con la metodica del Salting-out e processati con PCR-SSP con
I'uso di Kit diagnostici (Biotest e Protrans per la bassa risoluzio-
ne, Olerup e Protrans per I'alta risoluzione, Kit SBT Protrans per
il Sequenziamento Diretto). Una volta ottenuta la tipizzazio-
ne si & provveduto alla compilazione del database nel quale i
dati di ogni ricevente sono stati accoppiati a quelli dei donato-
ri selezionati, in modo da visualizzare e quantificare facilmen-
te il numero di match e mismatch e successivamente calcolare
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il grado di mismatch tra riceventi e donatori.

Risultati e conclusioni. Dalla nostra analisi & emerso che per
ognuno dei pazienti in studio sono stati selezionati, in media,
2,30 potenziali donatori, ognuno dei quali, a sua volta, presen-
ta una media di 3,36 mismatch sui 14 match totali nei confron-
ti del proprio ricevente (considerando gli alleli precedentemen-
te citati). Esaminando la compatibilita donatore-ricevente & sta-
to osservato il 26% di mismatch, cosl scomposto: HLA-A
12,2%, B 18,8%, C 39,4%, DRB1 6,6%, DQB1 14,4%, DPB1
66,1%, DRB3 10,0%, DRB4 1,1%, DRB5 4,4%. La percentuale
di mismatch scende al 20% qualora si vada a considerare soltan-
to i donatori (42) ed i riceventi italiani (36), ed & cosi distribui-
ta: HLA-A 9,5%, B 14,2%, C 26,1%, DRB1 4,7 %, DQB1 8,3%,
DPB1 66,6%, DRB3 13,0%, DRB4 0%, DRB5 1,1%. Dal con-
fronto, invece, tra i riceventi italiani (36) ed i donatori esteri (44)
il totale dei mismatch risulta essere 173 a cui corrisponde una
percentuale del 28%: HLA-A 15,9%, B 22,7 %, C 52,2%, DRB1
6,8%, DQB1 17,0%, DPB1 65,9%, DRB3 5,6%, DRB4 2,2%,
DRB57,9%. Peri 3 riceventi stranieri sono stati selezionati solo
donatori di origine estera. Questo studio preliminare ha per-
messo di quantificare il grado di mismatch di un campione di
donatori e riceventi, limitatamente ad un biennio, e sul quale
attualmente & in atto un’indagine ulteriore rivolta a verificare in
che modo 'outcome del trapianto possa essere relazionata al
grado ed al tipo di mismatch. Emerge che la percentuale pit ele-
vata di mismatch (28%) si ottiene confrontando le tipizzazioni
di pazienti italiani e donatori esteri e risulta essere di ben 8 pun-
ti percentuale pil alta rispetto a quella relativa al confronto tra
pazienti e riceventi italiani. Sebbene 'esiguita del campione non
abbia permesso un’analisi statistica dei dati, tuttavia questo
risultato ci consente di confermare quanto gia emerso nella let-
teratura attualmente disponibile, ossia che il grado di mismatch
& riconducibile anche a differenze etniche tra riceventi e dona-
tori non correlati.
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NUOVE STRATEGIE PER IL SEQUENZIAMENTO DEI GENI DEL SISTEMA
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Il successo ottenuto nello sviluppo di nuove tecnologie per il
sequenziamento diretto del genoma umano (PCR-SBT) ha incre-
mentato in modo significativo il numero di alleli HLA e di con-
seguenza il numero di ambiguita nei risultati di tipizzazione."' I
kit di sequenziamento del sistema HLA validati per la diagno-
stica (marchio CE) non permettono al momento di sequenzia-
re separatamente due alleli dello stesso locus; di conseguenza le
sequenze presentano pill punti eterozigoti, che portano ad un
risultato di tipizzazione non univoco. Inoltre non € possibile
risolvere le ambiguita nel caso in cui il polimorfismo si trovi al
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di fuori della regione sequenziata. Al momento attuale una stra-
tegia per risolvere le ambiguita derivanti da una tipizzazione
ottenuta con tecnica SBT & quella di ricorrere a kit SSP in alta
risoluzione. Questa € la via attualmente adottata nel nostro labo-
ratorio, che si avvale dell’utilizzo dei kit prodotti dalla ditta Atria
(Atria Genetics, Inc., South San Francisco, CA, USA), distribui-
ti dalla ditta Abbott (Abbott, Wiesbaden-Delkenheim, Ger-
many) e dei kit PCR-SSP (Dynal Biotech Ltd., Wirral, UK) in alta
risoluzione. I nuovi sviluppi nel campo della tecnica di sequen-
ziamento automatico sono rivolti alla progettazione di sistemi
di sequenziamento mono-allelico in grado di risolvere almeno
in parte le ambiguita. A tale scopo, I'oggetto di questo studio &
stato quello di valutare i kit di risoluzione delle ambiguita pro-
posti dalla ditta Atria.

Materiali e Metodi. La casistica € costituita da pazienti affetti
da malattie ematologiche maligne e da donatori di cellule sta-
minali emopoietiche (CSE) sia consanguinei (fratelli) sia non
consanguinei (MUD): sono stati selezionati 140 campioni per il
locus A, 174 per il locus B e 186 per il locus DR con tipizzazio-
ne ambigua tra tutti i 373 campioni sequenziati nell’anno 2004
all'interno del nostro laboratorio con i kit Molecular Diagnostics
HLA-A/B/DR Resolution Typing System Amplification and Sequencing
Module (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Le sequen-
ze sono state processate con il sequenziatore automatico ABI
Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) e analizza-
te con il software di lettura Assign SBTTM 3.2.7 (Conexio
Genomics, Applecross, Western Australia).” Per il polimorfismo
HLA di classe I sono stati provati due kit della ditta Atria Gene-
tics-Abbott: uno di risoluzione delle ambiguita relative all’alle-
le HLA-A*02 (AlleleSEQR HLA-A2 GSA) tramite amplificazione
allele specifica e I'altro per risolvere le ambiguita relative al locus
B (AlleleSEQR HLA-B GSA) tramite un pattern di miscele di
amplificazione gruppo allelico specifiche. Per la classe II sono
state valutate due tipi di strategie proposte dalla ditta per la riso-
luzione delle ambiguita: la prima si basa sull’utilizzo di un kit
di amplificazione gruppo specifico (AlleleSEQR HLA-DRB1
GSA) che hala stessa tipologia del kit Applied Biosystems in uso
nel 2004; la seconda consiste nell’abbinare al kit base (Core Kit:
AlleleSEQR HLA-DRB1), che usiamo attualmente in laborato-
rio, il kit che sfrutta una reazione di sequenza gruppo specifica
(AlleleSEQR HLA-DRB1 GSSP).?

Risultati e Conclusioni. Kit AlleleSEQR HLA-A2 GSA: le tipizza-
zioni ambigue per 'HLA-A nel 2004 sono state 26 in totale di
cui 13 erano relative ad almeno un allele A*02. I risultati otte-
nuti con il kit gruppo specifico sono riportati nella Tabella 1. II
kit ha dato ottimi risultati, 'unica tipizzazione non risolvibile
era relativa ad un genotipo A*02 omozigote, per il quale & sta-
to impossibile separare gli alleli. La tipizzazione univoca per un
solo allele ha comunque portato ad un risultato univoco perl’al-
lele HLA-A*02, ma & rimasta ambigua per I'allele HLA-A*68. E
chiaro che in questo momento questo tipo di strategia risolve
solamente le ambiguita per A*02, la ditta dovra produrre nuovi
kit anche per gli altri alleli. Kit AlleleSEQR HLA-B GSA: il kit si
basa su un di pattern di miscele di amplificazione gruppo spe-
cifiche che vanno scelte opportunamente sulla base di uno sche-
ma che & riportato all’interno della metodica del kit stesso. Per
questo motivo, sulla base delle tipizzazioni ambigue della casi-
stica (76 in totale), abbiamo per prima cosa valutato, a livello
teorico, per quali tipizzazioni si potesse applicare il kit (49 tipiz-
zazioni). I risultati sono riassunti nella seguente Tabella 2. Il kit
ha permesso di sequenziare solo gli esoni 2 e 3. Tutte le tipiz-
zazioni con risultato non univoco si potevano disinguere esami-
nando regioni diverse degli esoni 2 e 3, distribuite sui gruppi alle-
lici rappresentati nella Tabella 3. La ditta produttrice sta metten-
do a punto un nuovo kit base, locus specifico, che permettera
di sequenziare, oltre agli esoni 2, 3 e 4, anche I'l e il 5. In un futu-
ro prossimo ci renderanno disponibili anche gli esoni 6 e 7. Cer-
tamente, con l'aggiunta anche solo degli esoni 1 e 5, la risolu-
zione delle ambiguita pitt comuni potra risultare ottimale. Kit
AlleleSEQR HLA-DRB1 GSA: il kit e gia validato per la diagno-
stica, ed € stato testato sulle 51 tipizzazioni ambigue della casi-
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Tipizzazioni totali Tip. univoche per entrambi gli alleli

Tip. univoche per un solo allele Tip.non univoche

13 11 (85%)

1(7,5%) 1(7,5%)

Tabella 2.

Tipizzazioni totali Tip. univoche per entrambi gli alleli

Tip. univoche per un solo allele Tip.non univoche

49 15 (30,6%) 13 (26,5%) 21 (42,9%)
Tabella 3.
Alleli irrisolti n°esone n°codone codone

0705 ATC

0706 5 282 GTC

1801 ] 9 TGG

1817N TAG

2705 1 20 GCG

2713 GAG

3501 1 16 1 GTC GCC

3542 CTC GCT
Tabella 4.

Tipizzazioni totali Tip. univoche per entrambi gli alleli

Tip. univoche per un solo allele Tip.non univoche

51 23 (45%)

3 (6%) 25 (49%)

stica. Presenta la stessa tipologia e chimica del kit GSA Applied
Biosystems, infatti i risultati sono riproducibili fra i due kit sen-
za perd ottenere risultati di tipizzazione univoci. Kit AlleleSEQR
HLA-DRB1 abbinato al AlleleSEQR HLA-DRB1 GSSP: sono stati
testati gli stessi campioni del kit GSA, i risultati ottenuti sono
riportati nella Tabella 4. Le tipizzazioni univoche per entrambi
gli alleli sono risultate pari al 45%. I1 6% da un risultato univo-
co per un solo allele. Il 49% delle tipizzazioni sono rimaste
ambigue, perché le differenze alleliche si trovano al di fuori del-
’esone 2. Infine abbiamo eseguito un confronto fra i tre kit di
sequenziamento,verificando che il kit GSA Atria Gentics, il kit
GSA della ditta Applied Biosystems e il Core kit dessero risul-
tati riproducibili: come gia detto i due kit GSA hanno dato gli
stessi risultati sulle 51 tipizzazioni ambigue, il Core Kit ha dato
48/51 risultati di tipizzazione identici al kit GSA, mentre 3/51
hanno un’alternativa in pit rispetto al GSA che viene pero risol-
ta grazie all'abbinamento Core kit-kit GSSP. Per il momento la
strategia migliore sembrerebbe quella di abbinare al Core kit
(meno laborioso del GSA) il kit GSSP per avere una risoluzione
delle ambiguita del 45% contro lo 0% del GSA.
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LA DISTRIBUZIONE DEGLI SNPs AL CODONE 10 (T>C) E 25 (G>C) DEL
TGFE1IN UN GRUPPO DI 122 PAZIENTI ITALIANI AFFETTI DA TELEANGECTASIA
EMORRAGICA EREDITARIA MOSTRA DELLE DIFFERENZE SIGNIFICATIVE
RISPETTO Al CONTROLLI
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La Teleangectasia Emorragica Ereditaria (HHT) (OMIM
187300) & una patologia a carico del Sistema Vascolare che mani-
festa ereditarieta di tipo autosomico dominante. Presenta tipica-
mente teleangectasie a livello mucocutaneo (le quali possono
causare epistassi e sanguinamenti gastrointestinali che possono
divenire talmente gravi e frequenti da indurre anemizzazione
del paziente e richiedere trasfusioni) e malformazioni arterove-
nose (AVMs) a livello degli organi interni. Le teleangectasie (e di
conseguenza le epistassi) sono il sintomo pits frequente, presen-
te in pitt del 95% dei pazienti. Le AVMs vengono osservate prin-
cipalmente a livello di polmoni, fegato e cervello e possono esse-
re causa di complicanze che mettono a repentaglio la vita del
paziente. Il fenotipo mostra un’ampia variabilita, anche all'in-
terno di una singola famiglia e la penetranza viene considerata
completa dopo i 40 anni.' Pitt dell’80% dei pazienti € portatore
di una mutazione in uno dei due geni: ENG (OMIM #131195),
che se mutato causa la HHT1; ACVRL1 (OMIM #601284) che
causa la HHT?2. Tali geni codificano, rispettivamente, per un
recettore di tipo III ed un recettore di tipo I del TGEp. Inoltre &
stata dimostrata 'evidenza di un terzo locus nella regione 5¢32
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ma il gene causativo non & ancora stato identificato. Recentemen-
te & stata dimostrata I'associazione del fenotipo HHT con la Poli-
posi Giovanile del colon (JP).” In questo caso le mutazioni coivol-
gono il gene MADHY, che codifica per SMAD4, effettore del
segnale del TGFp al nucleo. Questa nuova sindrome ¢ stata chia-
mata JPHT (OMIM #175050). In alcuni casi, il fenotipo HHT si
associa anche ad ipertensione polmonare; Trembath et al nel
2001* hanno dimostrato l'associazione di tale fenotipo con muta-
zioni in ACVRL1, dato confermato di recente anche da un nostro
studio su un’ampia coorte di pazienti.’ Il TGFf € una citochina
che modula un ampio spettro di attivita biologiche, tra le quali
la proliferazione cellulare, la differenziazione, I'angiogenesi, I'a-
desione e la formazione della matrice cellulare. I livelli plasma-
tici della citochina possono subire variazioni a seconda dell’eta,
del sesso, dell’attivita fisica e della presenza di alcune patologie
(ad esempio tumori); inoltre, nel gene TGFB1 sono noti diversi
polimorfismi, per la maggior parte SNPs, alcuni dei quali ne
influenzano la trascrizione, causando differenze individuali nel-
la produzione della proteina. Abbiamo pertanto deciso di studia-
re la distribuzione dei genotipi per i polimorfismi del TGEp ai
codoni 10 e 25 (che sono noti per essere correlati a diversi livel-
li di produzione della proteina) in un gruppo di 122 pazienti ita-
liani affetti da Teleangectasia Emorragica Ereditaria (di cui 58
casi indice) in cui fosse nota la mutazione causativa in ENG o
ACVRLA.

Materiali e Metodi. Con la tecnica della PCR ¢ stato amplifi-
cato un frammento di 500 bp del gene TGFB1 contenente i

codoni 10 e 25. Tale frammento ¢ stato successivamente sot-
toposto a digestione con due diverse endonucleasi di restrizio-
ne: MspA1l (codone 10) e Fsel (codone 25). I prodotti di dige-
stione sono stati analizzati su gel di poliacrilammide denatu-
rante al 7% (cod 10) e gel di agarosio al 3% (cod 25). Una par-
te dei pazienti € stata genotipizzata anche tramite PCR-SSP,
utilizzando il cytokine typing kit della Ditta Pel Freez. In una
proporzione dei pazienti il dato ottenuto & stato confermato
tramite sequenziamento diretto. In base ai genotipi osserva-
ti, i pazienti sono stati classificati come high, intermediate e low
producers di TGFf in accordo con i dati di letteratura.’ L'anali-
si statistica dei risultati & stata condotta con il test del ?, uti-
lizzando per il confronto 202 controlli italiani.

Risultati e conclusioni. E stata osservata una differenza stati-
sticamente significativa nella distribuzione dei genotipi ad
entrambi i codoni nei pazienti rispetto ai controlli. I risultati
sono riassunti nelle tabelle sotto riportate. Nella Tabella 1
sono inserite le frequenze dei genotipi e della produzione del
TGEFB, nella Tabella 2 i risultati dei calcoli statistici con il test
del ’. Dal momento che la HHT & una patologia causata da
mutazioni in geni coinvolti nella trasduzione del segnale del
TGEp, valuteremo se differenze nella produzione genetica-
mente determinata di questa citochina contribuiscono alle
variazioni fenotipiche intra ed inter-familiari osservate. I risul-
tati ottenuti permetteranno di valutare nell’esteso campione
di pazienti HHT disponibile se vi siano correlazioni genotipo-
fenotipo per i principali segni clinici della malattia.

Tabella 1. Frequenze osservate nella distribuzione dei genotipi e della produzione del TGFf. Tra parentesi sono ripor-
tate le frequenze nei sottogruppi dei pazienti mutati in ACVRL1 ed in ENG.

cc CcT T
TGFB cod 10
Casi Indice 18(12/5)% 55(35/20)% 27(18/9)% N° Totale
Totale 19(13/5)% 58(48/10)% 23(15/8)% Casi Indice
Controlli 21% 47% 32% 60(39/19)
TGFp cod 25 CcC CG GG
Casi Indice 1.5(1.5/0)% 27(18/9)% 71.5(45/23)% N° Totale
Totale 1(1/0)% 29(23/6)% 70(52/17)% Pazienti
Controlli 2.5% 11% 86.5% 122 (92/28)
Produzione TGFf H | L N° Totale
Casi Indice 60% 33% 7% Controlli
Totale 61% 31% 8% 220
Controlli 71% 24% 5%
Tabella 2. Risultati del test del 2.
Cod 10 Cod 25 TGF-B prod
Totvsc n.s. p<0.0001 n.s.
Clvsc n.s. p<0.005 n.s.
ClEvsc n.s. n.s. n.s.
ClAvsc n.s. p<0.01 n.s.
TotEvsc n.s. p<0.05. n.s.
TotAvsc p<0.02 p<0.0001 n.s.
ClAvsClEvsc n.s. p<0.0001 p<0.05
Tot Avs Tot E vsc p<0.001 p<0.0001 p<0.02

Cl: Casi indice; c: controlli; A: mutati in ACVRLT; E: mutati in ENG.
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ANALISI QUANTITATIVA E QUALITATIVA DEL MICROCHIMERISMO SISTEMICO
MEDIANTE REAL-TIME PCR IN PAZIENTI SOTTOPOSTI A TRAPIANTO DI
ORGANO SOLIDO

M. Curcio,' S. Chelazzi,* M. Mosca,' B.M. Longoni,’
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Il microchimerismo & un fenomeno che si sviluppa a seguito
di trapianto di organo solido, trasfusione di sangue e gravidan-
za. Nonostante la sua esistenza sia stata ampiamente documen-
tata il significato immunologico appare ancora poco chiaro. Lo
scopo di questo studio & stato quello di mettere a punto un pro-
tocollo metodologico atto a valutare la presenza di DNA micro-
chimerico nella popolazione leucocitaria di sangue periferico di
pazienti sottoposti a trapianto di organo solido. Le correlazioni
del microchimerismo con variabili epidemiologiche, cliniche,
genetiche ed immunologiche potrebbero aiutare a chiarire l'e-
ventuale ruolo del fenomeno con "andamento del trapianto.

Materiali e Metodi. La ricerca del microchimerismo & stata
effettuata utilizzando la tecnica della Real-time PCR attraverso
l'utilizzo di opportuni primers allele-specifici per il gene HLA-
DRB1* del donatore. Il probe, marcato al 5’ con Fam ed al 3’ con
Tamra, riconosce una regione centrale non polimorfica dell’eso-
ne 2 del gene HLA-DRBI. Sono stati studiati un totale di 49
pazienti (con follow-up 0-12 mesi) di cui quindici pancreas trans-
plant alone (PTA), sedici simultaneous pancreas kidney (SPK), e
diciotto kidney alone (KA).

Risultati. Il microchimerismo presenta caratteristiche di note-
vole variabilita in tutte le tipologie di trapianto studiate, con
la tendenza ad una stabilizzazione e diminuzione sia nella
quantita (dati non mostrati) sia nella presenza (Tabella 1).U’an-
alisi comparativa della quantita di microchimerismo non ha
evidenziato sostanziali differenze nelle tre tipologie di tra-
pianto. Va comunque sottolineato che la maggiore quantita di
cellule microchimeriche & stata riscontrata nei pazienti PTA.
L'analisi statistica (test t di Student) non ha evidenziato nessu-
na correlazione tra andamento del graft e quantita di cellule
del donatore, cosi come nessuna rilevante differenza ¢ stata
riscontrata tra quantita di chimerismo ed episodi di rigetto.
Infine, nessuna significativa differenza é stata evidenziata
confrontando i valori dellintensitd del microchimerismo,
match-HLA ed outcome del graft (dati non mostrati).

Conclusioni. Il metodo di quantificazione appare abbastanza
semplice e riproducibile, consentendo la quantificazione di pic-
cole quantita di DNA. Diversamente dalle metodiche fino ad ora
utilizzate, quali la nested (o eminested) PCR, in cui sono state
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ampiamente riportati problemi di miss-priming, la real-time PCR
permette di minimizzare i rischi di falsi positivi determinando
una maggiore precisione e riproducibilita nella quantificazione.

Tabella 1. Pazienti negativi per tipologia di trapianti:
analisi nel follow-up 0-12 mesi.

Giorni PTA(%) SPK(%)  KA(%)
7 4(26,6) 4(25)  6(333)
14 2(13,3) 6(37,5) 4(22,3)
30 7(46,6) 7(46,6)  5(27,8)
90  8(53,3) 9(75)  6(33,3)

180  4(50) 6(50) 12 (66,6)
360 3 (43%) 5(41)  9(56,3)

Distribuzione dei pazienti per presenza di microchimerismo. | pazienti sono con-
frontati per tipologia di trapianto e per follow-up.

Per quanto riguarda il significato di questo fenomeno, in let-
teratura sono riportate interpretazioni contrastanti: alcuni auto-
ri come Starzl'? suggeriscono che il microchimerismo indurreb-
be uno stato di immuno-tolleranza, mentre, altri considerano lo
sviluppo del microchimerismo come una conseguenza del tra-
pianto stesso. I nostri dati mostrerebbero che nei primi sei-die-
ci mesi dal trapianto il fenomeno del chimerismo presenta carat-
teristiche di fluttuazioni marcate, sia nella quantita sia nella pre-
senza, che tendono ad un equilibrio immunologico difficilmen-
te correlabile con il graft. Di conseguenza il microchimerismo,
almeno nei primi mesi post-trapianto, sembrerebbe manifestar-
si piti come epifenomeno e non come un fenomeno con carat-
teristiche proprie.
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DEFINIZIONE DI NUOVI ALLELI HLA: PERCHE NON ISTITUIRE UN
LABORATORIO AIBT DI SUPPORTO?
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Lelevato numero di specificita HLA fino ad oggi descritte espri-
me bene lalto livello di polimorfismo dei geni HLA e la comples-
sita di analisi a livello molecolare che ne deriva. Le tecniche di
tipizzazione HLA sono in continuo sviluppo e il miglioramento
delle tecnologie di sequenziamento automatico (PCR-SBT) ha
incrementato nel tempo il numero di alleli HLA noti, poiché 'SBT,
al contrario delle altre metodiche di tipizzazione molecolare, per-
mette la rivelazione di potenziali nuovi alleli. Di conseguenza
nuovi alleli HLA vengono di continuo scoperti e aggiunti
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allIMGT/HLA Database (http://swww.ebi.ac.uk/ imgt/hla/), ban-
ca dati ufficiale di tutte le sequenze HLA note’: il rapporto uffi-
ciale della nomenclatura pubblicato nel 2004’ indica un totale di
422 nuovi alleli HLA aggiunti a partire dalla precedente pubblica-
zione che risale al 2002.

Materiali e metodi. Quando viene identificato un potenziale nuo-
vo allele, normalmente a causa di discrepanze tra le varie meto-
diche utilizzate per la tipizzazione, di un anomalo risultato otte-
nuto con una di esse, 0, ancora, incongruenze nella segregazione
famigliare, & necessario sottoporlo al riconoscimento ufficiale da
parte del World Health Organization (WHO) HLA Nomenclatu-
re Committee for Factors of the HLA System. La procedura &
standardizzata secondo linee guida e puo essere effettuata trami-
te gli strumenti on-line presenti sul sito del'IMGT/HLA Databa-
se che permettono di sottomettere sia sequenze nuove sia di con-
ferma direttamente al WHO Nomenclature Committee. La pro-
cedura prevede di:

- effettuare la sequenza completa in entrambe le orientazioni
(forward e reverse) o, soltanto se la mutazione si trova in regioni
codificanti, & permesso sequenziare gli esoni 2 e 3 per gli alleli del-
la classe I e 'esone 2 per gli alleli della classe II.

Nel caso di individui eterozigoti, dove uno degli alleli & nuovo, &
necessario sequenziarlo isolato dal secondo allele;

- ottenere un dccession number tramite la sottomissione della
sequenza ad una delle banche dati disponibili, europea, america-
na o giapponese, che collaborano a livello internazionale scam-
biandosi giornalmente i dati in modo da assicurare una raccolta
di sequenze uniforme:EMBL: http://www.ebi.ac.uk/ Submis-
sions/index.html; GenBank: http://www.ncbi.nlm. nih.gov/Gen-
bank/index.html; DDBJ: http://www.ddbj. nig.ac.jp/sub-e.htm,
queste banche dati sono aggiornate ogni tre mesi;

- sottomettere la sequenza al WHO Nomenclature Committee
tramite gli strumenti on-line disponibili sul sito http://www.ebi.
ac.uk/imgt/hla/subs/submit.html.

Se I'allele sottomesso e la corrispondente descrizione rispondo-
no ai criteri di accettazione il Nomenclature Committee assegna
ufficialmente il nome e 'elenco dei nuovi alleli viene pubblicato
nell’aggiornamento mensile della nomenclatura sulle riviste Tis-
sue Antigens, Human Immunology e International Journal of
Immunogenetics. Successivamente al riconoscimento ufficiale &
auspicabile una pubblicazione in cui venga descritto il nuovo alle-
le. Naturalmente & una procedura lunga che richiede tempo, sia
alivello di esecuzione delle analisi di laboratorio sia a livello infor-
matico. Infatti per ottenere la sequenza & necessario usare kit
commerciali, se disponibili, o primers casalinghi che permettano
da un lato di separare gli alleli e dall’altro di sequenziare il tratto
diinteresse. E inoltre preferibile richiedere i campioni dei genito-
1i, se disponibili, e procedere ad una ricostruzione famigliare. A
livello informatico durante la sottomissione ad una delle tre ban-
che dati citate in precedenza vengono richieste, oltre alla sequen-
za nucleotidica, informazioni aggiuntive quali una breve descri-
zione della sequenza, il nome scientifico e la tassonomia dell’or-
ganismo, le referenze bibliografiche e una tabella delle caratteri-
stiche che elenca le aree di interesse biologico come le regioni
codificanti e le proteine corrispondenti, le regioni ripetute e i siti
di mutazioni o modificazioni. Quando poi si sottomette la
sequenza al WHO Nomenclature Committee & necessario inse-
rire i risultati della tipizzazione sierologia, se disponibile, e mole-
colare del campione analizzati e di tutti gli altri componenti del-
la famiglia: naturalmente piti sono completi questi dati piti & faci-
le capire se I'allele mutato appartiene ad aplotipi noti. Inoltre sono
richieste le sequenze dei primers utilizzati per il sequenziamen-
to e i tipi di metodiche molecolari usate per la conferma della
mutazione.

Risultati. Nella nostra esperienza di laboratorio sono stati iden-
tificati 14 nuovi alleli a partire dal 2000, anno in cui abbiamo ini-
ziato ad usare I'SBT come metodica di routine per la tipizzazio-
ne HLA dei pazienti ematologici e dei corrispondenti donatori
correlati e non (MUD). In particolare la nostra strategia di lavoro
prevede la tipizzazione mediante sequenziamento dei loci A, B,
C e DR dei pazienti e dei loro fratelli HLA identici, nonché dei
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pazienti che vanno incontro all’attivazione della ricerca di un
MUD. Quando poi vengono selezionati diversi MUD per lo stes-
so paziente si ripete 'analisi in SBT su un secondo prelievo del
paziente e sui campioni dei MUD. Alcuni di questi alleli sono
stati riconosciuti ufficialmente e quindi inseriti nel IMGT7HLA
Database, mentre altri sono ancora in corso di studio. Sicuramen-
te negli ultimi due anni si & riscontrato un aumento di incidenza
forse anche dovuto alla maggiore eterogeneita etnica di prove-
nienza dei campioni. 'ultimo caso di assegnazione ha riguarda-
to un allele del locus A, A*0297 (HWS10003638 — DQ409217), che
& stato identificato in una unita di sangue cordonale raccolta dal-
la Banca di Sangue Cordonale di Torino.” Il campione (A*02,29)
presentava una mutazione al codone 232 nel 4° esone che risul-
tava in un cambiamento aminoacidico da Glu (GAG) ad Asp
(GAC) nel dominio alfa-3 coinvolto nell’interazione con il CD8§,
co-recettore del T Cell Receptor. Stiamo completando lo studio
di modeling molecolare per capire quale impatto abbia questa
modificazione sulle interazioni delle diverse molecole coinvolte
nel riconoscimento antigenico durante la risposta immunitaria.
Conclusioni. 1 fallimento nell'identificazione dei nuovi alleli pud
influire in modo negativo sul decorso del trapianto di cellule sta-
minali emopoietiche, con conseguenze quali la graft vs host dis-
ease o il rigetto. Uimpatto dei nuovi alleli sul risultato del trapian-
to dipende dalla loro incidenza e dalla probabilita di rivelazione
da parte dei metodi di tipizzazione usati dai diversi laboratori.’
Nel momento in cui, perd, un nuovo allele sia stato identificato &
necessario seguire rapidamente la procedura per il suo riconosci-
mento ufficiale, soprattutto nei casi in cui la/le mutazioni porti-
no a cambiamenti aminoacidici. In conclusione la proposta che
qui vogliamo avanzare & quella di rendere disponibile un labora-
torio di supporto a livello italiano a cui possano rivolgersi quei
centri che per i motivi pits diversi non abbiano la possibilita di ese-
guire tutta la procedura che porta al riconoscimento ufficiale di
nuovi alleli HLA in tempi ragionevoli. In base poi alle esigenze dei
diversi laboratori, si potranno definire le modalita esecutive .
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NELLATEROSCLEROSI: STUDIO DEL POLIMORFISMO ASP299GLY DEL GENE
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L’aterosclerosi costituisce la principale causa alla base dell’in-
sorgenza delle patologie coronariche (CAD = Coronary Artery
Disease); recenti studi dimostrano che linfiammazione e la
risposta immune hanno un ruolo cruciale nella formazione del-
la placca aterosclerotica e nell'instaurarsi delle sue complicanze.
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In questo ambito sembra interessante il ruolo svolto dal recet-
tore per il lipopolisaccaride batterico Toll Like Receptor 4
(TLR4). Questo, infatti, & coinvolto nella risposta immunitaria
innata contro i batteri Gram- ed & espresso a livello delle lesio-
ni aterosclerotiche. In questa sede 'attivazione del recettore
TLR4 determina la produzione di mediatori inflammatori che
esercitano effetti aterogenici, come ad esempio I"aumentata
espressione di molecole di adesione sulle cellule endoteliali, la
proliferazione delle cellule muscolari lisce, l'attivazione di cel-
lule del sistema immunitario e l'attivazione della risposta di fase
acuta.' Il gene per TLR4 nell'uomo & localizzato sul braccio lun-
go del cromosoma 9; & stata descritta una mutazione missenso
localizzata nel quarto esone che determina la sostituzione di un
residuo di Acido Aspartico con una Glicina a livello dell’ammi-
noacido 299;* tale mutazione altera la struttura del domino
extracellulare del recettore’ andandone probabilmente ad
influenzare laffinita per il ligando e quindi la capacita delle cel-
lule stesse di rispondere al lipopolisaccaride.’ Dati recenti rela-
tivi all'indagine di questo polimorfismo in pazienti siciliani affet-
ti da infarto al miocardio e in individui ultacentenari dimostra-
no che gli individui geneticamente predisposti a sviluppare una
debole risposta inflammatoria sembrerebbero avere meno pro-
babilita di sviluppare patologie cardiovascolari e quindi vivere
pit a lungo.” Partendo da queste considerazioni, abbiamo ana-
lizzato lo stesso polimorfismo nella nostra popolazione di
pazienti CAD, pili eterogenea per quanto riguarda i fattori di
rischio di quella considerata da Balestrieri ez al.”

Pazienti e metodi. nel nostro studio sono state determinate, tra-
mite PCR-RFLP, le frequenze genotipiche ed alleliche del poli-
morfismo TLR4 Asp299Gly in 302 pazienti CAD e 116 control-
li sani armonizzati per etnia, sesso ed eta.

Risultati e Conclusioni. considerando l'intero gruppo di pazien-
ti CAD i nostri dati non evidenziano significative differenze
nelle frequenze genotipiche ed alleliche (86% AA; 13% AG e
1% GG) rispetto ai controlli sani (85% AA; 15% AG). Parten-
do dai dati sperimentali che dimostrano che i vitro la presenza
dell’allele G & associata ad una debole risposta infiammatoria
abbiamo considerato i nostri dati in base alla gravita della pato-
logia coronarica suddividendo i pazienti in tre diversi gruppi a
seconda del numero di stenosi presenti (1, 2, 3 vasi coronarici
compromessi). Da questa indagine emerge una tendenza ad una
minore frequenza (8%) degli individui con almeno un allele G
(AG+GQG) nei pazienti CAD con 2 o 3 stenosi rispetto ai control-
li sani (15%). La nostra analisi sembrerebbe quindi evidenziare
un possibile coinvolgimento della risposta inflammatoria inne-
scata dal recettore TLR4 nella predisposizione allo sviluppo del-
le patologie coronariche almeno per quanto riguarda quelle che
si presentano nella forma piu grave.
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Il gene RAGE (Receptor for Advanced Glycation Endpro-
ducts) mappa nella regione HLA di classe IIl e codifica per un
recettore di superficie appartenente alla superfamiglia delle Ig.
E un recettore multiligando che interagisce con molecole impli-
cate in vari processi: omeostasi, sviluppo e inflammazione.' Nel-
la formazione e nella progressione della placca aterosclerotica,
'accumulo di ligandi di RAGE, come ad esempio di AGEs, deter-
mina un aumento dell’espressione del recettore su vari tipi cel-
lulari (cellule endoteliali, muscolari lisce e fagociti mononuclea-
ti). Le cellule che esprimono RAGE risultano attivate secondo un
meccanismo di feedback loop positivo.® La sovraregolazione di
RAGE potrebbe giocare un ruolo di fondamentale importanza
nella formazione della neointima in seguito a danno vascolare:
il polimorfismo regolatorio -374 T/A, localizzato a livello della
regione del promotore, & associato ad una alterata espressione
del gene e potrebbe esercitare un effetto nell’ambito dello svi-
luppo delle patologie vascolari.** La nostra indagine & stata con-
dotta al fine di valutare l'impatto di questo SNP in pazienti che
presentano o meno ristenosi dopo angioplastica coronarica.

Pazienti e metodj. La frequenza delle varianti alleliche del polimor-
fismo RAGE -374 T/A & stata valutata tramite PCR-RFLP in 267
pazienti CAD (Coronary Artery Disease) dopo angioplastica coro-
narica e angiografia di controllo a 6-9 mesi dall’intervento.

Risultati e Conclusioni. dai nostri risultati emerge che i sogget-
ti con genotipo omozigote RAGE -374 AA presentano una signi-
ficativa riduzione del rischio di sviluppare ristenosi coronarica
dopo rispetto ai pazienti con genotipo AT o TT [odds ratio (OR)
=025, 95% CI: 0.09-0.68; p=0.007]. Inoltre dall’analisi tramite
test delle interazioni multiple emerge che la presenza del geno-
tipo omozigote AA conferisce un rischio significativamente
minore di sviluppo di ristenosi nei pazienti non diabetici (mul-
tivariate-adjusted OR=0.05; 95% Cl: 0.01-0.38; p=0.004) rispet-
to ai pazienti diabetici (multivariate-adjusted OR=0.41; 95%
Cl: 0.10-1.75; p=0.23). Dai nostri dati emerge, dunque, che la
presenza del genotipo RAGE -374 AA potrebbe essere associa-
ta con un rischio ridotto di sviluppare ristenosi dopo angiopla-
stica coronarica in pazienti CAD non diabetici. Ueffetto del poli-
morfismo RAGE -374 T/A si attenuerebbe nel caso della pato-
logia diabetica, caratterizzata da sovraregolazione cronica del

gene RAGE stesso.
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STNF E RECETTORI TNF SOLUBILI IN PAZIENTI CON SLA (SCLEROSI LATERALE
AMIOTROFICA)
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M. Cuccia'
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La Sclerosi Laterale Amiotrofica (SLA) ¢ una malattia neuro-
degenerativa ad esito fatale che colpisce i motoneuroni centra-
li e periferici. La SLA si presenta sia in forma sporadica (90% dei
casi), sia in forma familiare (10%). Nel 20% dei casi familiari
'insorgenza della patologia & correlata con mutazioni del gene
Sod1 che codifica per 'enzima Cu,Zn-Superossido-Dismutasi
(SOD1). Per i casi sporadici 'eziologia & del tutto sconosciuta
anche se molti fattori probabilmente contribuiscono sia all’in-
sorgenza sia allo sviluppo della patologia. Tra questi lo stress
ossidativo sembra avere un ruolo centrale nell’attivazione di
pathway di trasduzione del segnale che porta a morte del moto-
neurone con un processo apoptotico mitocondrio-dipendente.'
Risulta inoltre ormai evidente che nel processo neurodegenera-
tivo concorra anche un processo di cross-talk tra motoneuroni e
cellule gliali sostenuto da neurotrasmettitori e citochine. Espe-
rimenti di co-colture tra linee cellulari di neuroblastoma, tra-
sfettate con il gene umano mutato sod1, e cellule gliali portan-
ti la stessa mutazione, dimostrano un incremento dell’espressio-
ne del TNF (Tumor Necrosis Factor), la pitt importante citochi-
na pro-infiammatoria, e di IFN e di TGF 1 e 2 (Transforming
Growth Factor). Il locus TNF é collocato nella porzione pit telo-
merica della classe Il di HLA; si estende per una dimensione di
12 Kb ed ¢ caratterizzato dalla presenza di tre geni: TNF (Tumor
Necrosis Factor), LTA (Linfotossina o) e LTB (Linfotossina b). La
principale attivita biologica del TNF a quella di favorire il reclu-
tamento di neutrofili e monociti a livello dei focolai di infezio-
ne, attivandone le funzioni microbicide.” Partendo da dati spe-
rimentali che evidenziano livelli anormali di IL-6 e TNF-a nel
fluido cerebrospinale e nel siero di pazienti affetti da SLA e che
TNF-a e il suo recettore solubile sono stati trovati significativa-
mente pit alti nel siero di tali pazienti,® abbiamo deciso di valu-
tare le concentrazioni di queste tre molecole (TNE, TNFR1 e
TNEFR2) nei nostri pazienti SLA in varie fasi del decorso della
patologia.

Pazienti e Metodi. Nello studio sono stati compresi 88 pazien-
ti con diagnosi di SLA a cui sono stati fatti prelievi di sangue ogni
due mesi per sei anni. Tramite kit commerciale ELISA (Bender
MedSystems, Vienn, Austria) sono stati valutati in questi i livel-
li di TNE-a solubile e di sSTNFR1 e sTNER2.

Risultati e Conclusioni. Lo scopo del nostro lavoro era quello di
osservare l'espressione del TNF-a nel siero e descrivere il suo
decorso nel tempo durante la progressione della malattia. Sono
stati esaminati nel siero i valori medi di TNF-o e dei suoi recet-
tori (TNFR1 e TNFR2); tali valori sono poi stati confrontati con
ivalori plasmatici nei controlli. I livelli di TNF-a plasmatici era-
no pit alti nell’86% di pazienti SLA rispetto ai controlli, men-
tre solo il 13% e il 10% di tali pazienti mostravano rispettiva-
mente pit alti livelli di TNFR1 e TNFR2. Alti livelli di TNF-a
solubile confermano 'attivazione di un processo infiammato-
rio in corso che potrebbe agire utilizzando TNFR1 e TNFR2
cellulari attivando la cascata apoptotica. Questa ipotesi & soste-
nuta anche dal fatto che nel plasma dei pazienti non abbiamo
trovato elevati livelli di recettori solubili che probabilmente
restano espressi sulla superficie cellulare. D’altro canto & stato
recentemente dimostrato che gli mRNA dei TNFR1 e TNFR2
risultano sovraespressi nei motoneuroni di topo trasgenico
GI3A in fasi precoci della patologia e che i recettori restano
localizzati a livello della membrana cellulare attivando il path-
way di morte cellulare.
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SINDROME DA STANCHEZZA CRONICA E GENI KIR: IPOTESI IMMUNOLOGICA
PER LINSORGENZA DELLA MALATTIA
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La sindrome da stanchezza cronica (CFS: Chronic Fatigue Sin-
drome) & poco conosciuta in Italia e di difficile inquadramento
nosologico. E caratterizzata da sfinimento in assenza di segni
obiettivi riconducibili ad altre patologie. A tutt’oggi 'epidemio-
logia e I'eziologia restano incerte. E presente con maggior fre-
quenza nel sesso femminile, nell’eta compresa tra i 18 e i 50
anni. La varieta delle modalita d’insorgenza (graduale o imme-
diata, in seguito ad un episodio infettivo simil-influenzale, in
seguito a mononucleosi o in assenza di qualsiasi fase prodromi-
ca), la variabilita del decorso clinico (ciclico, gradualmente ingra-
vescente o stazionario con lento miglioramento fino alla guari-
gione) e la comorbidita psichiatrica, reumatologica o allergica
frequente in questi pazienti hanno indotto ad ipotizzare diver-
se possibili eziologie: infettiva, neurologica, immunologica. Per
quanto riguarda I'ipotesi immunologica non si sono evidenzia-
ti difetti o alterazioni gravi del sistema immune. Gli unici para-
metri che risultano consistentemente alterati sono l'attivita del-
le cellule NK, che ¢ difettosa, e I'espressivita di alcuni marcato-
ri di attivazione delle cellule T." A sostegno di un possibile coin-
volgimento del sistema immune vi sono i dati pubblicati di
recente dal nostro gruppo di ricerca sul polimorfismo del TNF
e dell'TFNy dai quali risulta che i pazienti con CES hanno un
genotipo proinfiammatorio.’ Si & pensato di indagare il polimor-
fismo dei geni KIR che codificano per glicoproteine espresse
sulla membrana delle cellule NK che svolgono un’importante
funzione nella risposta immunitaria. Il sistema genico KIR con-
tiene una famiglia di geni polimorfici che mappa sul cromoso-
ma 19q13.4 all'interno di una regione di 1 Mb detta LCR (Leu-
kocyte Receptor Complex). Sono state trovate associazioni tra
la presenza di alcuni geni KIR e patologie quali l'artrite reuma-
toide,’ l'artrite psoriasica,’ la progressione dell’HIV® ed il carci-
noma della cervice.® Studi eseguiti negli ultimi anni hanno rive-
lato una grande variabilita a livello della regione genomica KIR
sia per quantita di geni, sia per 'elevato polimorfismo degli stes-
si. Il pattern di espressione dei geni KIR puo, inoltre, variare in
maniera clonale e tutto cid aggiunge un altro livello di comples-
sita al sistema e lo rende interessante per gli studi di associazio-
ne con patologie a componente immunologica.

Materiali e metodi. Lo studio e stato condotto su DNA estrat-
to da campioni di sangue periferico di 46 pazienti italiani affet-
ti da CES. La diagnosi & stata fatta nei centri clinici di Aviano
(Prof. Tirelli) e nel centro di Malattie Infettive di Chieti. La
genotipizzazione KIR dei campioni & stata effettuata median-
te PCR-SSP con l'uso di kit commerciali (ditta Pel Freez) e i
risultati ottenuti sono stati confrontati con quelli di una popo-
lazione di 217 controlli italiani sani. Sono stati presi in consi-
derazione sia i singoli geni KIR che i genotipi ottenuti per con-
ta diretta. E stata inoltre effettuata un’analisi di linkage a due
punti tra i vari geni KIR.
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Risultati. Dall’analisi del contenuto genico della regione KIR
(inteso come presenza o assenza dei vari geni) risulta che la per-
centuale di pazienti portatori del gene KIR3DS1 € aumentata nei
pazienti rispetto ai controlli: 54.3% vs 35.4%, OR= 2.16 e p=
0.0171. Nel loro complesso i pazienti presentano 19 diverse
combinazioni genotipiche, indistinguibili nei rispettivi aplotipi
per mancanza di analisi familiare. Notiamo tuttavia che un
genotipo, portatore di tutti i geni KIR tranne il 2DS5, sembra
significativamente piti frequente nei malati rispetto ai control-
1i: 15.2% vs 8.7 %, OR= 4.69 e p=0.0029. L'analisi di linkage a
2 punti fra i diversi geni KIR presenta dati sovrapponibili rispet-
to ai controlli e conferma l'esistenza di uno stretto linkage dis-
equilibrium fra i geni KIR.

Discussione. Alla luce di questi risultati ipotizziamo che la pre-
senza del gene KIR attivatorio 3DS1, soprattutto in una partico-
lare combinazione genotipica, possa conferire suscettibilita alla
CEFS e cid va a supportare uno scenario in cui il rischio di svilup-
pare la malattia €, per una serie di eventi, dipendente dal livel-
lo di attivazione delle cellule NK da parte di epitopi ligandi dei
recettori attivatori KIR. Non si sa ancora molto del ligando del
3DS1 ma si suppone appartenere al Bw4. Sicuramente il
KIR3DS1 & incluso nell’aplotipo di tipo B ed escluso dall’aploti-
po A. Non & pero possibile sapere se il genotipo piu rappresen-
tato nei pazienti sia omozigote B o eterozigote A/B in assenza
di un’analisi familiare. Altre patologie sono state associate al
KIR3DS1, sottolineando l'importanza della presenza di questo
gene nel determinismo di alcune condizioni morbose (5,6). L'al-
to grado di linkage disequilibrium fra i geni KIR rende probabi-
le I'ipotesi che il KIR3DS1 possa non essere direttamente coin-
volto nella patogenesi ma sia marcatore di un gene che si trova
nelle vicinanze. Il coinvolgimento di un gene KIR attivatore
lascia aperte almeno due ipotesi: 1) la malattia potrebbe essere
legata, ad esempio alla presenza del gene KIR3DS1 in assenza
del ligando corrispondente e la condizione di sanita essere lega-
ta invece all’equilibrio fra recettore attivatore NK e ligando spe-
cifico in grado di controllare la fase attivatoria della risposta
immune NK- mediata; 2) alternativamente, in presenza di un
genotipo proinfiammatorio, l'eccesso di geni KIR attivatori
potrebbe favorire e sostenere nel tempo una risposta citotossi-
ca aberrante contro eventi stressanti di qualsiasi natura.
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HLA-B'4904: UN NUOVO ALLELE HLA IDENTIFICATO IN DUE INDIVIDUI NON
CONSANGUINEI PROVENIENTI DALLA REGIONE MARCHE
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Questo lavoro descrive l'identificazione di un nuovo allele
HLA-B*49 in due individui non imparentati entrambi prove-
nienti dalle Marche e rilevato indipendentemente da due diver-
si laboratori. Il primo individuo eseguiva la tipizzazione HLA
per un paziente familiare; il secondo, un paziente con emopa-
tia maligna, era stato proposto per un trapianto da donatore non
correlato.

Metodi e Risultati. I campioni sono stati originariamente tipiz-
zati al locus HLA-B con PCR-SSP (Dynal Biotech Ltd., UK) e rev
SSO (Innogenetics, Belgium) a bassa risoluzione. In entrambi i
casi risultati ottenuti non erano interpretabili e facevano suppor-
re la possibile presenza di nuovi alleli HLA-B*49. Si & quindi
proceduto al sequenziamento automatico degli esoni 2, 3 e 4
(Atria Genetics, San Francisco, CA)' e all’analisi dei dati median-
te il software di sequenza Assign (Conexio Genomics, Apple-
cross, Western Australia). Sorprendentemente le sequenze di
entrambi i campioni, mostravano gli stessi pattern eterozigoti
ambigui alle posizioni nucleotidiche 113, 114 e 116 anche se in
combinazione con diversi alleli HLA-B: B*38 e B*40 rispettiva-
mente nei due campioni testati. Poiché I'identificazione defini-
tiva dell’allele nuovo richiedeva la separazione dei due alleli, i
prodotti PCR sono stati clonati nel pDrive Cloning Vector (Qia-
gen PCR Cloning Kit; Qiagen Inc., Valencia, CA, USA) e i cloni
ottenuti, sequenziati. Dei dodici cloni ottenuti dal primo cam-
pione, sette sono stati assegnati come HLA-B*3801 e cinque
come HLA-B*49new mentre dei sei cloni ottenuti dal secondo
campione, due sono stati assegnati come B*4001 e quattro come
B*49new.

Conclusioni. La nuova variante allelica HLA-B*4904 (accession
number AJ969238), identificata in due individui non correlati,
differisce dall’originale B*4901 per quattro sostituzioni nucleo-
tidiche nell’esone 3 alle posizioni 113 (da T a C), 114 (da A a G)
e 116 (daT aCedaA aC)che risultano in tre diversi prodotti
aminoacidici: da Tyr a His al cod 113, da Asn a Asp al cod 114
e da Leu a Ser al codone 116.
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ASSOCIAZIONE TRA | LOCI HLA DI CLASSE Il E LA RISPOSTA ALLA
VACCINAZIONE HBV IN DONATORI DI SANGUE CON MARCATORE ANTI-CORE
ISOLATO

A. Mazzocchi, C. Lombardo, M.C. Gianni, F. Arienti,
P. Coluccia, A. Falanga, M. Galbiati, C. Biasuz, A.M. Gorla,

E Ravagnani
SIMT, Istituto Nazionale Tumori, Milano

Dati contrastanti sono stati riportati in letteratura sulla pos-
sibile associazione tra insorgenza di epatiti post-trasfusionali e
utilizzo di unita di sangue da donatori con anti-HBcAg (anti-
core) isolato. Al fine quindi di migliorare la sicurezza delle dona-
zioni, si & deciso di sottoporre i donatori con tale profilo virolo-
gico, afferenti al nostro centro, a un ciclo di vaccinazioni, allo
scopo di indurre la produzione di anticorpi neutralizzanti anti-
HBsAg. II protocollo di vaccinazione utilizzato prevedeva che
le dosi somministrate variassero sulla base della risposta immu-
nologica osservata: una sola dose ai soggetti che sviluppavano
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una risposta secondaria con un titolo protettivo (100 IU/mL,
secondo le linee guida del WHO), una seconda e successiva-
mente una terza dose a coloro che non rispondevano alla prima.
Lo studio condotto su un totale di 123 donatori ha evidenziato
19 soggetti con risposta anticorpale alla prima dose, 90 con
risposta a fine ciclo (responders), e 14 con assenza di risposta
(non-responders).

Le frequenze di soggetti responders e non-responders del
nostro studio sono in linea con quanto noto. Infatti, dati ripor-
tati in letteratura hanno mostrato come la risposta indotta dal
vaccino, dipendente dai linfociti T CD4+, porti alla produzione
di anticorpi neutralizzanti protettivi in circa il 90% dei sogget-
ti. La non risposta alla vaccinazione & stata associata con la pre-
senza di alcuni alleli HLA di classe II, in particolare con 'allele
HLA-DRB1*0301; quest’ultima potrebbe essere dovuta alla scar-
sita di peptidi derivati dalla proteina S, costituente principale
del vaccino ricombinante, in grado di legarsi alla proteina HLA-
DR3 (Hepatology 2005; 41:1383-1390).

Abbiamo quindi valutato, nell’ambito della nostra casistica,
’associazione tra espressione di antigeni HLA-DRB1 e DQB1 e
risposta al vaccino. La tipizzazione HLA & stata condotta
mediante SSO e SSP, prevalentemente in bassa risoluzione. Para-
gonando le frequenze alleliche tra i gruppi responders e non-
responders si & riscontrato un aumento della frequenza (seppur
non statisticamente significativa) di DRB1*03 nel gruppo dei
donatori non-responders. Nel gruppo dei soggetti responders si
¢ invece osservato un considerevole aumento della frequenza di
DQB1*05 rispetto ai non-responders (p=0.036, RR=6.8), che
potrebbe suggerire il ruolo di un allele nell’ambito di DQB1*05
in grado o di indurre una risposta immune al vaccino o di esse-
re associato ad altri geni coinvolti nella risposta.

STUDIO DELLE DIFFERENZE IMMUNOGENETICHE NEL TRAPIANTO APLOIDENTICO
NELLA TALASSEMIA: POSSIBILE RUOLO DEL MISMATCH AL LOCUS DPB1

M. Testi, P. Sodani, A. Isgro, B. Erer, R. Rosati, M. Battarra,
M. Amadei, P. Indigeno, A. Guagnano, G. Lucarelli,
G. Federici,' M. Andreani

Laboratorio di Immunogenetica e Biologia dei Trapianti,Fondazio-
ne IME, *Dipartimento di Medicina di Laboratorio, Policlinico Uni-
versitario di Tor Vergata, Roma

Una possibile alternativa al trapianto di midollo osseo da
donatore correlato per i pazienti privi di un donatore HLA iden-
tico in ambito familiare & rappresentata dal trapianto da dona-

tore aploidentico. E noto infatti che i pazienti che non hanno un
donatore compatibile dispongono almeno di un potenziale
donatore tra i familiari HLA aploidentici incompatibili per tre
loci. Simili coppie donatore/ricevente possono essere incompa-
tibili nelle due direzioni host versus graft e graft versus host. La scel-
ta della madre come donatrice aploidentica & supportata dall’i-
potesi che durante la gravidanza si instauri un meccanismo di
1olleranza materno-fetale legata agli antigeni non ereditati (NIMA).
Secondo questo razionale, 14 pazienti affetti da beta talassemia
e privi di donatore HLA compatibile sono stati sottoposti nel
nostro centro a trapianto aploidentico dalla madre. In questo
studio abbiamo valutato le caratteristiche immunogenetiche
(HLA-DPB1, geni dei recettori KIR, HLA-Cw) di 7 coppie dona-
tore/ricevente per valutarne l'influenza sull’andamento clinico.

Pazienti, materiali e metodi. Quattordici pazienti talassemici (4
in classe di rischio 2 e 10 in classe di rischio 3, secondo la clas-
sificazione di Pesaro, eta media 5 anni), sono stati trapiantati da
madre incompatibile per un intero aplotipo. Tutti i pazienti han-
no ricevuto dal giorno -59 al giorno -11 Hydroxyurea (OHU) 60
mg/kg e Azathioprina 3 mg/kg, Fludarabina (FLU) 30 mg/m’ dal
giorno -17 al giorno -13, Busulfano (BU) 14 mg/kg dal giorno -
10 al giorno -6, Ciclofosfamide (CY) 200 mg/kg al giorno dal
giorno -5 al giorno -1, Thiotepa 10 mg/kg il giomo -6 e ATG
Sangstat 2.5 mg/kg dal giorno -7 al giorno -3. Al giorno 0 sono
state scongelate e infuse sia le cellule midollari che quelle sta-
minali periferiche. La donatrice & stata stimolata con G-CSE
Dopo 4-7 giorni di stimolazione sono state effettuate da 1 a 4
leucaferesi, ciascuna leucaferesi & stata sottoposta a selezione
positiva tramite procedura Clini Max. Il midollo raccolto e infu-
so fresco il giorno del trapianto & stato sottoposto a T deplezio-
ne con selezione negativa. In 7 coppie donatore/ricevente sono
state eseguite con metodica di PCR-SSP le tipizzazioni genomi-
che dei geni KIR (Pel Freez KIR Genotyping kit
Invitrogen,CA,USA) , del locus HLA Cw (Pel Freez Cw High
Resolution SSP Unitray, Invitrogen,CA,USA) e del locus HLA
DPB1 (Dynal AllSet + SSP DPB1, Invitrogen,CA,USA).

Risultati e Conclusioni. Le caratteristiche immunogenetiche del-
le coppie studiate sono riportate nella Tabella 1. Dei 7 pazienti
osservati nessuno ha sviluppato GvHD acuta di grado superio-
re a 1; tutti i pazienti sono vivi, tuttavia 3 hanno rigettato il tra-
pianto. Per quanto riguarda i profili KIR, le coppie sono state
classificate in base al contenuto di geni, nel seguente modo:

D=R Concordanza tra donatore e ricevente, n° coppie = 3;

D#R Discordanza tra geni KIR del donatore e geni KIR del
ricevente (GvHD o Rigetto), n coppie = 1;

R<D II donatore contiene i geni del ricevente (possibile vet-

Tabella 1.
Coppia D/R HLA-Cw KIR D/R HLA-DPB1 classificazione DPB1 attecchimento
1T R C1 Cc2 *0401 3/3
D (@] c1 D=R *0401 *2601 3/3 PERM CC
2 R C1 C2 *0402 3/3
D 1 C2 R<D *0402 *0901 1/3 HvG rigetto
3 R c1 C2 *0401 *3001 3/3
D 1 C2 D=R *0401 *0902 1?/3 HvG rigetto
4 R c2 Q2 *0401 3/3
D 1 C2 D=R *0401 *0402 3/3 PERM CC
5 R c2 Q2 *0401 *1001 1/3
D c2 2 D<R *0401 *1001 1/3 PERM CC
6 R c2 Q2 *0401 3/3
D c2 Q2 R<D *0401 3/3 PERM CcC
7 R 1 C2 *0401 *1301 3/3
D c1 Cc2 D=R *0401 *1301 3/3 PERM rigetto
20 haematologica reports 2006; 2(issue 9):September 2006



tore GVHD), n coppie = 2;

D<R Il ricevente contiene i geni del donatore. (possibile vet-
tore Rigetto), n coppie = 1.

Gli alleli Cw sono stati classificati a seconda della loro appar-
tenenza al gruppo C1 (HLA-Cw Asn80) e C2 (HLA-Cw Lys80).

Lanalisi dei geni KIR e dei loro ligandi HLA-Cw, dato I'esiguo
numero di coppie esaminato, non permette di confermare i risul-
tati suggeriti da precedenti studi che hanno associato 'andamen-
to clinico alla classificazione riportata. Inoltre non viene confer-
mato il dato secondo il quale la condizione di omozigosita per
uno dei due gruppi C1 o C2 possa predisporre al rigetto o alla
GvHD. Gli alleli DPB1 sono stati classificati, in riferimento a
quanto proposto recentemente, in tre classi a crescente immuno-
genicita; successivamente ogni coppia donatore/ricevente & sta-
ta valutata applicando un algoritmo di disparita DPB1, classifi-
cando i mismatches come permissivi o non permissivi in direzio-
ne HvG o GvH. In 3 coppie donatore/ricevente (coppie n°5, 6,
7) entrambi gli alleli DPB1 erano matched, in 2 coppie (n°1 e 4) la
disparita dell’allele non ereditato era classificata come permissi-
va, in una coppia donatore/ricevente (n°2) era presente un
mismatch DPB1 classificato come non permissivo in direzione
di rigetto, mentre nell’ultima coppia (n°3) & stato evidenziata la
presenza dell’allele raro DPB1*0902. In uno su tre dei pazienti che
hanno rigettato il trapianto non sono state rilevate differenze per
lallele DPB1; il secondo possiede un mismatch DPB1 indicato
come non permissivo in direzione rigetto (DPB1*0901 wvs
DPB1*0401), mentre 'ultimo mostra un mismatch nei confron-
ti della donatrice che presenta I'allele DPB1*0902. Uimmunoge-
nicita di questo allele non & stata ancora classificata; l'ipotesi che
rientri nella categoria di quelli a forte immunogenicita ¢ in cor-
so di valutazione mediante studi funzionali.
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PRESENZA DI CELLULE T REGOLATORIE (Tr1) IN UN PAZIENTE CON
CHIMERISMO MISTO PERSISTENTE DOPO OTTO ANNI DAL TRAPIANTO DI
MIDOLLO OSSEO

M. Andreani, G. Serafini, R. Bacchetta,' M. Testi, M. Battarra
M. Battaglia,' G. Federici,” G. Lucarelli, MG Roncarolo*

Laboratorio di Immunogenetica e Biologia dei Trapianti, Fondazio-
ne IME, 'Dipartimento di Medicina di Laboratorio, Policlinico Uni-
versitario di Tor Vergata, Roma; *San Raffaele Telethon Institute for
Gene Therapy (HSR-TIGET, Milano

La Talassemia & una malattia genetica caratterizzata da una
difettosa sintesi di emoglobina A e che puo essere curata attra-
verso il trapianto di midollo osseo (TMO). L'attecchimento del-
le cellule che derivano dal donatore rappresenta un evento cru-
ciale per quanto riguarda il successo del trapianto. Tuttavia & sta-
to dimostrato che una emopoiesi completa del donatore non &
essenziale affinché il trapianto allogenico funzioni. Infatti & sta-
to osservato che la contemporanea presenza di cellule del dona-
tore e del ricevente non ¢ un evento raro nel TMO per la Talas-
semia e le cellule del donatore e del ricevente possono coesiste-
re sviluppando uno stato definito di attecchimento funzionale"iden-
tificato come chimerismo misto persistente (PMC). Questi
pazienti sono pertanto curati dalla espressione fenotipica di que-
sta malattia ematologica ereditaria. Sebbene i pazienti con chi-
merismo misto persistente mostrino funzioni immunologiche
normali, & stato osservato che il repertorio del recettore Vbeta
delle cellule T & alterato, con la presenza di picchi predominan-
ti che ne alterano la normale distribuzione gaussiana. Tuttavia
dopo stimolazione con il mitogeno PHA una normale distribu-
zione di questi picchi viene ripristinata. Questa osservazione
suggeriva che la presenza di tale alterazione potesse essere
dovuta a una espansione clonale di linfociti T. Per cercare di
capire meglio i meccanismi responsabili del chimerismo misto,
abbiamo cercato di caratterizzare i cloni derivanti da cellule
CD4 positive ottenute da sangue periferico di un paziente con
chimerismo misto persistente. In particolare abbiamo cercato la
presenza di cellule T regolatorie di tipo 1 (Trl) per cercare di
capire se avessero un ruolo nel mantenimento della tolleranza
periferica. I dati preliminari mostrano che una alta percentuale
dei cloni CD4 positivi ottenuti produce una quantita elevata di
IL-10 in un paziente con chimerismo misto dopo 8 anni dal tra-
pianto. La specificita donatore/ricevente dei cloni ottenuti & sta-
ta determinata e sono in corso esperimenti per verificare la capa-
cita soppressiva di questi cloni i vitro.

Questo lavoro ¢ stato supportato dalla Fondazione Berloni contro
la Talassemia
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VALUTAZIONE DELLATTECCHIMENTO DOPO TRAPIANTO DI MIDOLLO OSSEQ
NELLA TALASSEMIA

M. Battarra, M. Testi, M. Amadei, R. Rosati, A. Guagnano,
P. Indigeno, G. Lucarelli, G. Federici,' M. Andreani

Laboratorio di Immunogenetica e Biologia dei Trapianti, Fondazio-
ne IME, 'Dipartimento di Medicina di Laboratorio, Policlinico Uni-
versitario di Tor Vergata, Roma

Il trapianto di midollo osseo rappresenta una terapia di cura
radicale per la talassemia. Dopo due anni dal trapianto di midol-
lo osseo, circa il 10% dei pazienti talassemici sviluppa uno sta-
to di chimerismo misto persistente (PMC), caratterizzato dalla
stabile coesistenza di cellule del donatore e del ricevente. La
percentuale di cellule residue dell’ospite (RHC) osservata in alcu-
ni di questi pazienti & estremamente elevata (fino al 70%). Que-
sti pazienti sono curati dalla talassemia e sintetizzano alti livel-
li di catene beta dell’emoglobina. Tuttavia quando osservato nei
primi due mesi dopo il trapianto, il chimerismo misto non & sta-
bile. In particolare la presenza di un numero elevato di cellule
del ricevente rappresenta un fattore di rischio per il rigetto. Inol-
tre, anche la presenza di uno split-chimerism, nel compartimen-
to linfoide rappresenta un ulteriore fattore di rischio per il riget-
to del trapianto. Lo studio del chimerismo rappresenta pertan-
to un utile strumento per monitorare 'andamento clinico del
TMO.

Pazienti. Sono stati esaminati 50 pazienti, (46 affetti da Talas-
semia, 1 da Microdrepanocitosi, 3 da Anemia Falciforme), sot-
toposti a trapianto di midollo osseo presso il centro della Fon-
dazione IME da Luglio 2004 a Maggio 2006. Dei 50 pazienti, 44
hanno ricevuto il midollo osseo da familiare HLA genotipica-
mente identico, 2 da familiare fenoidentico, e 4 da familiare
HLA aploidentico. L'eta media osservata era di 10 anni (2-18
anni); 25 pazienti erano femmine, 25 erano maschi.

Materiali e Metodi. Lattecchimento é stato determinato a inter-
valli di tempo regolari, a +20gg, +60gg, +180gg, +365gg e ogni
6 mesi dal TMO mediante lo studio dei polimorfismi STR con
un’amplificazione multipla utilizzando il Kit AmpFISTR Profi-
ler Plus (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). I risultati
sono stati analizzati mediante elettroforesi capillare con il
sequenziatore automatico ABI PRISM 3130xl, Applied Biosy-
stem, e valutati mediante il software Genemapper. Per ogni
paziente dal sessantesimo giorno in poi & stato effettuato lo stu-
dio del chimerismo anche sulle seguenti sottopopolazioni linfo-
citarie periferiche: CD3, CD19 e CD36. A questo scopo sono
state usate due metodiche: MiniMacs, Miltenyi Biotec, e Roset-
tesep, StemCell Technologies Inc.; la prima basata su una sele-
zione positiva, la seconda su un selezione negativa. La purezza
delle popolazioni linfocitarie ottenute, valutate al citofluorime-
tro, & stata superiore al 95%.

Risultati e conclusioni. In questo studio abbiamo valutato la per-
centuale di attecchimento in 50 pazienti sottoposti a trapianto
a Roma dall’equipe della Fondazione IME, da Luglio 2004 a
Maggio 2006. A due mesi dal trapianto, un solo paziente non ha
mostrato segni di attecchimento, mentre 34 pazienti (gruppo
1), hanno avuto un attecchimento completo (CC) e 15 pazienti
(gruppo 2), hanno evidenziato un chimerismo misto (CM). Nel
gruppo dei pazienti con attecchimento completo, 3 hanno riget-
tato il trapianto (8,8%), mentre nel gruppo 2 hanno rigettato 5
pazienti con una percentuale di rigetto del 33%, confermando
che il chimerismo misto rappresenta un fattore di rischio per il
trapianto. E interessante rilevare inoltre come il chimerismo
completo rilevato in uno dei tre pazienti che ha rigettato il tra-
pianto nel gruppol sia evoluto in chimerismo misto transitorio
a 6 mesi per poi scomparire completamente dopo 8 mesi dal
TMO. Del gruppo 2, due pazienti hanno sviluppato un attecchi-
mento completo a sei mesi dal TMO. La Tabella 1 riassume i
dati osservati. La valutazione della percentuale di cellule residue
dell’ospite nelle sottopopolazioni linfocitarie ha rilevato che, la
presenza di split chimerism non & un evento raro dopo TMO. Sara
necessario un follow up pitr lungo per questi pazienti per evi-
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denziare una correlazione tra split chimerism e rigetto. In tabella
2 sono riportati, come esempio, i dati di 2 pazienti che hanno
mostrato uno split-chimerism,nel compartimento linfoide.

Tabella 1.

Entro i primi 2 mesi N Rigetto %RIG
dal TMO

Gruppo 1 34 3 8.8%

- Chimere Complete (CC)

Gruppo 2 15 5 33%

- Chimere Miste (CM)

Tabella 2.
UPN +60gg +180gg  +240gg Andamento clinico

1 100PB 55PB 50 PB
100 BM 45 BM 80 CD3
100 CD3 100 CD3  25CD19 Rigetto
100 CD19 18 CD19 50 CDS6
100 CDS6 57 CDS6

2 68PB 65 PB
75 BM 80 BM
20 CD3 18 CD3
97 CD19 94 CD19
97 CD56 92 CD56
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NUOVI APLOTIPI HLA RILEVATI NELLANALISI DELLA SEGREGAZIONE DI 196
NUCLE! FAMILIARI

M. Amadei, M. Testi, M. Battarra, R. Rosati, A. Guagnano,
P. Indigeno, M. Troiano, G. Lucarelli, G. Federici,'
M. Andreani

Laboratorio di Immunogenetica e Biologia dei Trapianti, Fondazio-
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versitario di Tor Vergata, Roma

La percentuale di ricombinazioni genetiche osservate nel
sistema HLA ha una frequenza normalmente non superiore
all'1% e come noto costituisce un evento cruciale nella forma-
zione di nuovi alleli e di nuovi aplotipi. Tali ricombinazioni in
genere avvengono in regioni specifiche denominate “hotspots”,
localizzate per la classe I tra il locus A e il locus Cw; e per la clas-
se Il in due zone diverse: DPB1-RING3 e DQB3-DQB1. Scopo
di questo studio & di osservare la presenza di eventi di ricombi-
nazione in diversi nuclei familiari - provenienti dai paesi del
Medioriente — durante la routinaria attivita di tipizzazione HLA
per pazienti talassemici in attesa di trapianto di midollo osseo.

Materiali e Metodi. Nel Laboratorio di Immunogenetica e Bio-
logia dei Trapianti della Fondazione IME presso il Policlinico
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Universitario di Tor Vergata da Giugno 2005 a Maggio 2006
sono state tipizzate 196 famiglie per un totale di 987 individui
provenienti da diversi paesi dell’area mediorientali: 35 famiglie
(193 individui) dal Kurdistan, 58 famiglie (265 individui) dal
Libano, 28 famiglie (124 individui) dall’Egitto, 19 famiglie (89
individui) dall'Iraq, 23 famiglie (123 individui) dalla Palestina e
33 famiglie (193 individui) dalle Maldive. Di 158 famiglie e sta-
to eseguito lo studio dei loci HLA-A, B, Cw, DRB1 e DQB1, di
38 famiglie & stato eseguito lo studio dei loci HLA-A, B e DRB1
con metodica di revPCR-SSO e PCR-SSP con Kit forniti dal com-
mercio (Pel-Freez, Dynal, Innogenetics). Di ogni nucleo familia-
re & stato poi eseguito lo studio della segregazione aplotipica. Le
coppie paziente\donatore compatibile sono state tipizzate su
un nuovo prelievo, come stabilito dagli standards EFI.

Risultati e conclusioni. In 11 famiglie studiate & stata messa in
evidenza la formazione di un nuovo aplotipo dovuto ad un
evento di ricombinazione. I risultati ottenuti sono riassunti nel-

la Tabella 1.

Tabella 1.
Provenienza n° n° n° n° %
Famiglie  Individui Aplotipi - Crossing
Over

Kurdistan 35 193 137 2 1.04
Libano 58 265 224 3 1.13
Egitto 28 124 107 1 0.81
Iraq 19 89 67 1 1.12
Palestina 23 123 83 2 1.62
Maldive 33 193 135 2 1.04

La percentuale di crossing over rilevata va da 0.81 a 1.62 %
nelle diverse popolazioni. Degli 11 eventi di ricombinazione
riscontrati, 9 di origine materna e 2 di origine paterna, 5 sono
localizzati tra A e Cw, 5 tra B e DRB1 e 1 tra DQB1 e DPB1.
Quest’ultimo & di particolare interesse in quanto si & verificato
in un paziente per il quale era stato selezionato un fratello HLA
compatibile per i loci A, B, Cw e DQBI. 1l test eseguito come
tipizzazione di conferma ha invece messo in evidenza un
mismatch al locus DPB1, sottolineando l'importanza di studia-
re questo locus anche nei familiari HLA identici.
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APLOTIPI ANCESTRALI SARDI E SCLEROSI MULTIPLA
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M.L. Piras, L. Musu, R. Ferrai, A. Ticca, B.S. Murgia,
L. Bernardinelli
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Ttaly

Nell’articolo di Bitti et al. (2001) ¢ stata studiata 'associazione
tra 'aplotipo ancestrale A«BisDR3 e la Sclerosi Multipla (SM) in
Sardegna attraverso uno studio caso-controllo. L'ipotesi di indi-
pendenza tra 'aplotipo citato e la malattia e stata saggiata utiliz-
zando il modello log-lineare e l'algoritmo Expectation-Maximi-
zation (EM). Gli autori hanno ottenuto un p-value significativo
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per l'associazione tra aplotipo e SM. Inoltre, hanno valutato I'i-
potesi di associazione tra I'aplotipo unidimensionale DR3 e la
SM, condizionatamente all’aplotipo AsBis, ottenendo un p-value
non ssignificativo. Alla luce di questi risultati gli autori hanno con-
cluso che l'aplotipo bidimensionale AsBs & responsabile dell’as-
sociazione. Presentiamo ora uno studio di replicazione che uti-
lizza casi nuovi originati dalla stessa popolazione e stesso insie-
me di controlli ai quali ne sono stati aggiunti 37 nuovi. Insieme
al dataset_1 (104 casi e 370 controlli), ovvero quello utilizzato in,'
sono stati analizzati il dataset_2 (114 casi e 407 controlli) e il
dataset_3 (218 casi e 407 controlli), unione dei primi due. I tre set
di dati sono analoghi per cio6 che riguarda la frequenza di casi e
controlli, la distribuzione del sesso, il rapporto donne/uomini
nei casi e il decorso della malattia. Come nell’articolo citato, per
le analisi statistiche & stato utilizzato il software STATA, in par-
ticolare i comandi hapipf e profhap per la stima delle frequenze
aplotipiche, il calcolo degli OR e i relativi intervalli di confiden-
za (IC). Si e saggiata l'ipotesi di linkage disequilibrium (LD) tra i
loci dell’aplotipo d’interesse, quindi I'associazione di questo e
degli aplotipi parziali con la SM. Lipotesi di linkage equilibrium
(LE) tra i loci & stata rifiutata, ottenendo p—value molto bassi
(ordine di grandezza compreso tra 10" e 10¥), a conferma del
fatto che gli aplotipi studiati sono ancestrali. Dai risultati ottenu-
ti dall’analisi del dataset_1 e riportati nella Tabella 1, si rilevava
chiaramente 'esistenza di associazione tra I'aplotipo AsBisDR3
e la SM, cosi come il fatto che 'aplotipo AsxBis potesse essere con-
siderato associato alla malattia.

Tabella 1.
aplotipo  casi controlli OR IC

AwBwODRw 100.2 462.6 1.00 Reference
AowBowDR3 17.4 59.5 1.35 0.75-2.34
AwBisDRoo  20.0 50.6 1.83 1.07-3.05
AowBisDRs 8.4 22.3 1.74 0.73-3.78
As0BwDRw 9.5 27.8 1.56 0.68-3.32
AsBowDRs 2.0 9.0 1.03 0.00-4.84
AsBiDRo  10.3 229 2.08 0.97-4.18
AsBisDRs  40.2 85.3 217 1.49-3.15

1l p-value ottenuto saggiando l'ipotesi d’indipendenza tra DRs
e la SM, condizionatamente ad A«Bs, era pari a 0.94 (¢’ = 0.77,
g.l.=4), quindi I'associazione tra AxBi:DR3 e SM era stata attri-
buita all’aplotipo bidimensionale che non contiene il locus DR3.
Nel dataset_2 (Tabella 2) 'aplotipo completo & ancora associa-
to alla SM, mentre I'aplotipo bidimensionale a cui attribuire 'as-
sociazione con la malattia ¢ B18DR3.

Tabella 2.
aplotipo casi controlli OR IC

AwBwODRw  116.07 501.91 1 Reference
AcwBowDR3 17.44 66.73 1.13 0.84-1.98
AwBisDRoo 13.61 57.25 1.03 0.51-1.8
AwBi1sDRs 14.88 29.11 2.21 0.83-4.7
AsoBooDRoo 7.31 29.43 1.07 0.54-2.42
As0BowDRs 3.18 8.92 1.54 0.77-8.09
AsoBisDRoo 8.01 27.4 1.26 0.63-2.84
As0B1sDRs 47.5 93.23 2.20  1.38-3.58
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Infatti, saggiando l'ipotesi di indipendenza tra Aso e SM, con-
dizionatamente a BisDRs, si ottiene un p-value di 0.99 (x°=0.28,
gl=4).

Tabella 3.
aplotipo casi controlli OR IC

AcwBowODRow  216.63 501.91 1 Reference
AooBooDRs 34.47 66.73 1.20  0.90-2.09
AvoBisDRoo 33.43 57.25 135  1.01-2.37
AwBisDRs 23.47 29.11 1.87  1.40-3.27
AsoBooDRoo 16.46 29.43 1.29  0.65-2.91
AsoBwDRs 5.45 8.92 141 0.71-6.01
AsoBisDRoo 18.48 27.4 1.56  0.78-2.73
As0B1sDRs 87.50 93.23 218  1.36-2.99

La Tabella 3 riporta i risultati ottenuti sul dataset_3. Si osser-
va che sia I'aplotipo completo che quello bidimensionale
B18DR3 rivelano un’associazione statisticamente significativa
con la SM. Rispetto al dataset_2, le stime degli OR sono piu
precise, l'intervallo di confidenza corrispondente all’aplotipo
BisDRs non contiene il valore 1 ed € molto simile a quello otte-
nuto per I'aplotipo completo. Questi risultati sono supportati dai
valori della potenza dei test condotti che presentano un anda-
mento crescente nei tre set di dati (0.54, 0.71 e 0.82, rispettiva-
mente, con o = 0.05). Dunque, i risultati ottenuti sul dataset_3,
insieme al valore della potenza, ci permettono di concludere
che l'aplotipo associato alla SM & BisDRs anziché AsBie, come
era emerso nella prima analisi (dataset_1). Ciononostante, si &
replicato il risultato sull'importanza di Bis nell’associazione,
come si osserva dalle analisi condotte su dataset_1 e dataset_3.
Utilizzando la stessa metodologia, & stata infine studiata I'asso-
ciazione tra la SM e un altro aplotipo ancestrale, A:Bs:DR:, il
secondo piu frequente in Sardegna dopo A=B:DRS3. E stato
osservata l'associazione tra 'aplotipo completo e la SM nei tre
set di dati ((x* =31.32, g.1.=7, p—value=5.4*10" per il dataset_1,
(x’=28.88, g.1.=7, p—value=0.0012 per il dataset_2 e (x’=43.02, g1
=7, p—value=3.30"10" per il dataset_3), nonché l'associazione
con l'aplotipo unidimensionale DR2. Nel dataset_1 'OR e il
rispettivo IC per 'aplotipo completo sono pari a 0.096 e 0.05-
0.29. L'aplotipo completo dunque ha un effetto protettivo sta-
tisticamente significativo sulla malattia. Lo stesso risultato é sta-
to ottenuto anche in dataset_2 e dataset_3 (OR=0.25, IC=0.12-
0.75 e OR=0.17, IC=0.08-0.5, rispettivamente). Anche 'aploti-
po unidimensionale DR2 risulta protettivo (nel dataset_3 si
ottiene OR=0.48, IC = 0.36-0.72). Non risulta pero possibile
discriminare tra gli aplotipi parziali in quanto le frequenze aplo-
tipiche sono molto basse, in particolare quella relativa all’aplo-
tipo AwBssDRw. Il risultato sul carattere protettivo dell’aplotipo
completo e di quello unidimensionale si rivela molto interes-
sante dal momento che nelle popolazioni caucasiche & accetta-
ta l'ipotesi che il locus DR sia invece deleterio. In effetti, nel
dataset_3 A-BwDR: diventa deleterio: OR=1.74 con IC=1.3-3.0.
Questo risultato suggerisce che l'allele Bss abbia un effetto for-
temente protettivo e la sua assenza nell’aplotipo ancestrale ne
faccia emergere l'effetto deleterio. Complessivamente, i nostri
risultati mettono in luce I'importanza del locus B, ovvero della
regione genomica intorno ad esso, per la suscettibilita alla SM
negli aplotipi ancestrale. Data la ricchezza di geni della regione
HLA e il forte LD tra i diversi loci, & molto difficile discrimina-
re quale gene sia il vero responsabile. Per poter approfondire il
problema, sarebbe opportuno ottenere una mappatura pit fine
della regione genomica intorno al locus B, usando i risultati pub-
blicati in.*
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MUTAZIONE PUNTIFORME DE NOVO IN REGIONE HLA-DRBI IN DONATRICE DI
MIDOLLO OSSEQ, RECANTE UN NUOVO ALLELE IN REGIONE DRB3
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In questa comunicazione breve si descrive come le indagini
di routine su una donatrice di CSE del centro donatori CR01
abbiano portato, oltre all'identificazione del nuovo allele
DRB3*0220 (HWS10002929-AY958608)," al reperimento di una
mutazione puntuale nella donatrice stessa in regione DRB1, con
conseguente comparsa di un allele DRB1 non riscontrabile nel
genotipo HLA dei genitori.

Materialie Metodi. La donatrice attivata dall'IBMDR nel gen-
naio 2005 per compatibilita con un paziente affetto da LMA e
gia tipizzata in sierologia per la I classe e in biologia molecola-
re (PCR-SSP) a bassa risoluzione per la II classe, presentava il
seguente assetto HLA: A 2, 3; B 18, 51; DRB1*13, 14; DRB3*02;
DQB1*05,06. La tipizzazione molecolare ad alta risoluzione per
la 1T classe mediante PCR-SSP (kit Olerup-SSP, Genovision) e
successivo sequenziamento (ABI Prism 310) permettevano di
identificare gli alleli DRB1*1320, 1401 e DRB3*0201, 02new.
I'individuazione di questo nuovo DRB3*02, ufficialmente nomi-
nato DRB3*0220 (HWS10002929-AY958608) nel Marzo 2009, ci
ha spinto ad effettuare lo studio familiare in modo da identifi-
carne l'aplotipo di appartenenza. La disponibilita dei genitori e
dei fratelli ci ha permesso di individuare, a carico della linea
paterna, l'aplotipo di interesse:A*02, B*18, Cw*12, DRB1*13,
DRB3*0220, DQA1*0103, DQB1*0603. Inaspettatamente pero,
il padre presentava un DRB1*1301 e non il DRB1*1320 riscon-
trato nella figlia; la incongruenza del reperto ci ha condotto a
ripetere le tipizzazioni e a rivedere le sequenze onde escludere
errori di tipo tecnico o strumentale. Confermate le assegnazio-
ni degli alleli ne abbiamo confrontato le sequenze evidenzian-
do che la differenza fra DRB1*1301 e DRB1*1320 & una trans-
versione A—C che risiede in posizione 1 del codone 67 (base
199). Formulata l'ipotesi di una mutazione puntiforme a carico
della linea germinale paterna piuttosto che di una mutazione
post-zigotica, che condurrebbe ad una situazione di mosaici-
smo, & stata ripetuta, mediante sequenziamento, la tipizzazio-
ne DRB1 utilizzando una fonte alternativa di DNA, estratto dal-
epitelio buccale. Ottenuta la riconferma della presenza del
DRB1*1320, per completezza e ulteriore conferma dell’ipotesi
iniziale, 'analisi familiare ¢ stata allargata coinvolgendo anche
la seconda generazione (F2), permettendo quindi di verificare l'e-
reditarieta e la segregazione aplotipica dell’allele mutato (vedi
Figura 1).

Risultati e conclusioni. Gli accertamenti eseguiti tipizzando
mediante PCR-SSP e SBT, hanno confermato la presenza nel
padre dell’aplotipo: A*02, B*18, Cw*12, DRB1*1301,
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DRB3*0220, DQA1*0103, DQB1*0603 diventato nella donatri-
ce: A*02, B*18, Cw*12, DRB1*1320, DRB3*0220, DQA1*0103,
DQB1*0603 e trasmesso come tale dalla donatrice alla sua pro-
genie. Il fenomeno di mutazione a carico della linea germinale
paterna é in linea con l'osservazione che la probabilita di muta-
zione & piu elevata nel genere maschile rispetto al femminile, a
causa del maggior numero di divisioni che si verificano nelle
cellule germinali.*® La mutazione osservata € una transversione,
evento meno frequente della transizione, ma che pill frequen-
temente da origine ad un codone che specifica per un aminoa-
cido diverso da quello originario. Nel caso specifico I'aminoaci-
do che si & originato ha dato luogo ad una proteina gia descrit-
ta e presente nella popolazione, questo perché il codone 67 rap-
presenta un punto di ipervariabilita all'interno dell’esone 2 del
DRB1. Le mutazioni spontanee negli organismi superiori sono
alla base della variabilita genetica e rappresentano uno dei fat-
tori essenziali nel processo di evoluzione. In genere pero il feno-
meno, nei casi in cui non provoca alterazioni fenotipiche eviden-
ti, non & osservabile direttamente sugli individui, in quanto rap-
presenta un fenomeno di selezione naturale neutrale.*” Tali
mutazioni si osservano quando gli alleli nuovi si sono fissati nel-
la popolazione. I'aver casualmente assistito, nell’ambito del
sistema genetico HLA, al momento preciso di questo evento
mutazionale dal suo manifestarsi alla sua trasmissione a livello
delle generazioni successive € sicuramente circostanza unica e
straordinaria.

DRBI*1301 P (parentale)

DREI*1320
CRO1

—

F1 (1° generazione)

DRE1*1320 D

Figura 1. Analisi Familiare della donatrice CRO1.

F2 (2° generazione)
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CORRELAZIONE FRA HLA-DRB1'03 E PERIAORTITE CRONICA: UNA IPOTESI DI
ORIGINE AUTOIMMUNE
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La Periaortite Cronica (PC) € una patologia rara che compren-
de la Fibrosi Retroperitoneale Idiopatica, la Fibrosi Retroperito-
neale Perianeurismatica e la sindrome infiammatoria da aneu-
risma aortico; pazienti affetti da tale patologia mostrano spes-
so segni clinici e dati di laboratorio tipici di una patologia siste-
mica autoimmune. Obbiettivo di questo lavoro € indagare il
ruolo del sistema HLA (Human Leukocyte Antigens) nella
Periaortite Cronica.

Materiali e Metodi. In 35 pazienti consecutivi con PC e 350
controlli sani, tutti di razza caucasica e nazionalita italiana, veni-
va effettuata una tipizzazione a bassa risoluzione per iloci HLA-
A, HLA-B, HLA-DRB1 ed una genotipizzazione dei polimorfi-
smi a singolo nucleotide TNFa(-238)A/G e TNFa(-308)A/G
situati nel promotore del gene del TNF-a, presente nella regio-
ne HLA di classe III. Le frequenze alleliche venivano compara-
te mediante analisi chi-quadrato, e nei casi in cui la probabilita
risultava statisticamente significativa, si applicava la correzione
per test multipli di Sidak.

Risultati. la frequenza dell’allele HLA-DRB1*03 risultava pit
elevata nei pazienti PC che nei controlli (24.28% vs 9.14%,
x’=15.50, p=0.000084, P-corretta=0.0012, odds-ratio=3.187,
intervallo di confidenza- 95%=1.74-5.83); la frequenza dell’al-
lele HLA-B*08 risultava anch’essa maggiore nei pazienti PC che
nei controlli (17.14% vs 6.28%, x’=11.12, p=0.0008, P-corret-
ta=0.0269, odds-ratio=3.085, intervallo di confidenza-
95%=1.54-6.16). La frequenza dell’allele HLA-A*01 era statisti-
camente differente fra i due gruppi, (»=0.0463), ma tale signifi-
cativita veniva persa dopo correzione per test multipli (P-corret-
ta=0.5088); infine, gli alleli TNFa(-238)A e TNFo(-308)A non
risultavano statisticamente significativi (p=0.512 e p=0.445,
rispettivamente). La comparazione degli esami di laboratorio e
dei segni clinici tipici di una patologia autoimmune (e.g. Reat-
tanti della fase acuta, sintomi costituzionali) tra i pazienti HLA-
DRB1*03-positivi e quelli HLA-DRB1*03-negativi mostravano
che il primo gruppo aveva elevati livelli di proteina C-reattiva
(»=0.045) al tempo di comparsa della patologia, sebbene tale
differenza veniva persa dopo correzione per test multipli (P-cor-
retta=0.369).

Conclusioni. Il presente lavoro dimostra che il sistema HLA puo
rappresentare un fattore di suscettibilita nella genesi della PC. La
forte associazione tra PC e HLA-DRB1*03, un allele associato ad
un ampio spettro di sindromi autoimmuni (lupus eritematoso
sistemico, miastenia grave, diabete mellito di tipo 2 e tiroidite
autoimmune), supporta ulteriormente l'ipotesi che la PC puo cli-
nicamente manifestarsi come una patologia autoimmune.
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IL GENE HLA-DRB4°01 COME POSSIBILE FATTORE DI RISCHIO NELLA
SINDROME DI CHURG-STRAUSS
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La sindrome di Churg-Strauss (SCS) & una rara vasculite siste-
mica necrotizzante, in alcuni casi ANCA-associata, caratteriz-
zata da asma, eosinofilia, ed interessamento di vari organi o
apparati quali tratto respiratorio superiore, sistema nervoso peri-
ferico, cute, polmone e rene.' L'eziopatogenesi € oscura, sebbe-
ne in alcune vasculiti siano stati dimostrati alcuni fattori immu-
nogenetici predisponesti; in particolare, il ruolo del MHC (Major
Histocompatibility Complex) non € ancora stato chiarito, ma &
stato dimostrato che geni della regione HLA (Human Leukocy-
te Antigen) contribuiscono alla suscettibilita di varie vasculiti
(e.g. arterite gigantocellulare, periaortite cronica).”**’

Materiali e Metodi. In 48 pazienti consecutivi con SCS e 350
controlli sani, tutti di razza caucasica e nazionalita italiana, veni-
va effettuata una tipizzazione a bassa risoluzione periloci HLA-
A, HLA-B, HLA-DRB ed una genotipizzazione dei polimorfismi
a singolo nucleotide TNFa(-238)A/G e TNFa(-308)A/G situati
nel promotore del gene del TNF-a, presente nella regione HLA
di classe III (tali polimorfismi sono stati dimostrati influenzare
’espressione genica del TNF-alfa in pazienti SCS). Le frequen-
ze alleliche venivano comparate mediante analisi chi-quadrato,
e nei casiin cui la probabilita risultava statisticamente significa-
tiva, si applicava la correzione per test multipli di Sidak.

Risultati. Relativamente al gene DRB1, la frequenza dell’allele
HLA-DRB1*07 risultava superiore nei pazienti con SCS rispetto
ai controlli (25.53% vs 13.28%, %’=9.892, p=0.0016, P-corret-
ta=0.022, odds-ratio=2.238, intervallo di confidenza 95%=1.34-
3.78); il gene HLA-DRB4*01, presente solo in soggetti con aplo-
tipi contenenti gli alleli HLA-DRB1*04, DRB1*07 e DRB1*09,
mostrava una frequenza superiore nei pazienti che nei controlli
(39.36% vs 20.28%, %’=17.27, p=0.000041, P-corretta=0.000574,
odds-ratio=2.551, intervallo di confidenza 95%=1.63-4.01). Non
si evidenziavano differenze statisticamente significative nelle
frequenze alleliche dei geni appartenenti ai loci HLA-A ed HLA-
B e dei polimorfismi singolo nucleotide del TNE-a.

Conclusioni. Questi risultati mostrano che fattori immunoge-
netici possono essere coinvolti nella patogenesi della SCS; in
particolare, la stretta associazione tra la SCS e il gene DRB4*01
- che codifica per la proteina HLA-DR53- precedentemente
riscontrata in patologie quali artrite reumatoide, arterite gigan-
to-cellulare, sindrome antifosfolipidica primaria e tiroidite di
Hashimoto (3,4,5), testimonia la natura autoimmune-infiam-
matoria della SCS e fa supporre l'esistenza di meccanismi pato-
genetici comuni a queste forme.
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ANALISI DEI DATI DEL REGISTRO ITALIANO DI DONATORI DI MIDOLLO OSSEO
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Il Registro Nazionale Italiano dei Donatori di Midollo Osseo
(IBMDR) & una delle 58 strutture che operano, in tutto il mon-
do, allo scopo di reperire un donatore non consanguineo com-
patibile per i pazienti in attesa di trapianto di cellule staminali
ematopoietiche (CSE). Oggi, tali registri rendono disponibili
oltre 10.500.000 potenziali donatori di CSE, di cui il 70% inda-
gati per le caratteristiche HLA dil e I classe. Il registro italiano,
con i suoi 319.000 iscritti, e la quarta organizzazione mondiale
(terza in Europa dopo Inghilterra e Germania) per consistenza
numerica. Malgrado cio esiste ancora un’aliquota di pazienti (il
37 % nel 2005), in ricerca presso 'IBMDR, che non riesce a repe-
rire in tempo utile un potenziale donatore sufficientemente
compatibile. Emerge di conseguenza la necessita di identificare
degli accorgimenti per migliorare la qualita del Registro e ren-
dere pit efficiente la ricerca; le strategie pili appropriate da adot-
tare possono essere suggerite dall’analisi dei dati attualmente
disponibili. Il Registro & composto fondamentalmente da 3
archivi: quello dei donatori, dei riceventi e quello che li mette
in relazione durante le procedure diricerca. Con lattuale studio
ci proponiamo di analizzare i dati IBMDR secondo 2 tipi di valu-
tazioni:

- Le caratteristiche genetiche del Registro;

- Le strategie di reclutamento e di sviluppo del Registro;

In merito al primo punto si eseguira un’analisi descrittiva in
termini qualitativi e quantitativi dei dati relativi ai donatori e ai
pazienti con:

- analisi delle frequenze degli alleli HLA A, B, C, DR, DQ - e
dei rispettivi aplotipi - ad alta risoluzione e la frequenza dei
fenotipi unici. Queste indagini saranno condotte per I'Italia e per
le diverse regioni italiane, mettendole in relazione tra loro e con
le altre popolazioni europee;

- confronto delle frequenze HLA (e dei fenotipi unici) tra
pazienti e donatori, tra pazienti per diversa malattia di origine,
tra pazienti di regioni diverse e diverso grado di probabilita di
reperire un donatore.

Dall’analisi dei dati si ritiene possano derivare indicazioni cir-
ca le strategie migliori per potenziare il Registro, e ciog, se per
migliorarne la qualita si dovranno

- aggiungere nuovi donatori e in quali regioni;

- estendere la tipizzazione dei donatori gia presenti nel regi-
stro, ad esempio:

- tipizzando ad alta risoluzione (4 digit) il polimorfismo degli
alleli DRB1, o almeno di quelli con maggior numero di varianti
alleliche:

- tipizzando il locus HLA-C

- tipizzando a 2 digit il locus DRB1 dei donatori gia tipizzati
per HLA-A,B.

Peril mese di settembre 2006 ci siamo posti 'obiettivo di for-
nire una prima descrizione dei dati del Registro relativi all’archi-
vio dei donatori sia in termini quantitativi che di caratterizza-
zione genetica. La richiesta di valutare i dati del Registro & sta-
ta autorizzata dalla Commissione dell’Associazione Italiana di
Immunogenetica e Biologia dei Trapianti (AIBT) e dalla Consul-
ta dei Registri Regionali del'TBMDR e di questo intento & stato
pure informato il Centro Nazionale Trapianti (CNT). L'ultima
valutazione — per la parte di immunogenetica — era stata com-
piuta alla fine degli anni 90, su un archivio numericamente infe-
riore e contenente dati meno dettagliati. I risultati di tale studio
avevano permesso le seguenti pubblicazioni:
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LA PCR-SSP QUALE NUOVA METODICA NELLA TIPIZZAZIONE DEL LOCUS HLA-G
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HLA-G & un gene non-classico localizzato nel Complesso
Maggiore di Istocompatibilita (MHC) umano sul braccio corto
del cromosoma 6, telomericamente al locus HLA-A (circa 300 Kb)
compreso tra i geni HLA di classe I. Le molecole HLA-G sono
generate da un meccanismo di splicing alternativo del trascritto
primario del gene e mostrano una funzione specifica nella rego-
lazione della risposta immunitaria. Il locus HLA-G & scarsamen-
te polimorfico, rispetto alle molecole HLA classiche di Classe I;
attualmente & caratterizzato da 22 varianti alleliche che codifica-
no per 6 diverse proteine (compresa la pili recente specificita
HLA-G*0107, descritta successivamente ai risultati riportati in
questo lavoro) ed un allele null (HLA-G*0105N) originato da una
delezione al codone 130 dell’esone 3. Questo limitato polimor-
fismo assicura, a livello fetale, che il prodotto genico HLA-G di
origine paterna presente sulle cellule del trofoblasto sia simile a
quello della madre, in modo che l'espressione di HLA-G in que-
sto sito non induca una alloreazione materna. Il maggior nume-
ro dei siti polimorfici che caratterizzano questi alleli risiede sugli
esoni 2, 3, 4 come per la maggior parte dei geni HLA di Classe L.

Scopo dello Studio. Differenti approcci di tipizzazione sono sta-
ti di volta in volta utilizzati, alcuni basati sull’analisi conforma-
zionale del prodotto di amplificazione (PCR-SSCP), altri sull'im-
piego di enzimi di restrizione (PCR-RFLP) o di sonde oligonu-
cleotidiche sequenza-specifiche (PCR-SSOP), anche se la tecni-
ca di elezione & sempre stata il sequenziamento diretto della
regione genomica compresa fra 'esone 2 e 'esone 6. L'intento
di questo studio era quello di mettere a punto una semplice pro-
cedura di tipizzazione del locus HLA-G come quella basata sul-
la PCR con coppie di primers sequenza-specifici (PCR SSP).

Materiali e Metodi. Abbiamo sviluppato un protocollo basato
sull’'uso di 10 primer mixes, ognuna delle quali specifica per una
sequenza contenente un polimorfismo caratterizzante una o pit
specificita alleliche (Tabella 1).
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Tabella 1. Composizione delle primer mix e delle
specificita alleliche riconosciute.

PCR-SSP Mixes
Mix  Sense Antisense recognized
primer primer allelic
specificities
1 G2-5 G2-3'31A 0101-0106
2 G2-5 G2-3'31A 0103
3 G2-5 G2-3'54 G 0102
4  G2-5 G2-3'54 G 0101, 0103-0106
5 G3-5 G4-3"110 A 0104
6 G3-5 G4-3' 110 C 0101-0103,0105N-0106
7 G3-5 G4-3' 130 CA 0105N
8 G3-5 G4-3" 130 CC 0101-0104, 0106
9 G4-5 G4-3' 258 T 0106
10 G4-5' G4-3' 258 C 0101-0105N

I primers sono stati disegnati sulla base delle sequenze alleli-
che pubblicate, e sono in grado di discriminare le seguenti spe-
cificita: HLA-G*0101, *0102, *0103, *0104, *0105N, *0106.

Risultati e Conclusioni. Questa metodica offre una serie di
notevoli vantaggi: consente di tipizzare il locus HLA-G in alta
risoluzione (4 digit), in modo facile e veloce, inoltre i risulta-
ti possono essere letti con un sistema di rilevamento rapido
ed economico che prevede I'utilizzo dell’elettroforesi su gel di
agarosio (vedi fig.1), viene pertanto eliminata la necessita di
apparecchiature addizionali, spesso costose, in quanto di faci-
le esecuzione da parte di qualsiasi laboratorio standard di
immunogenetica. L'accuratezza e l'efficacia del metodo sono
state ulteriormente confermate dal sequenziamento diretto
dei campioni testati, in accordo con i protocolli riportati in let-
teratura.
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Figura 1. Fotografie dei gel di agarosio concernenti la tipizzazione al locus HLA-G di 8 diversi campioni.
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La Nevirapina & un inibitore non nucleosidico della trascrit-
tasi inversa che viene comunemente utilizzato nel trattamen-
to dei pazienti affetti da infezione da HIV. Circa il 5% dei
soggetti trattati con NVP manifesta reazione allergica con
comparsa di vari sintomi che possono comprendere: febbre,
severe cutaneous adverse reaction (SCAR) e/o tossicita epati-
ca acuta, e/o interessamento multisistemico. Tali complican-
ze nella maggior parte dei casi, si risolvono con la sospensio-
ne del farmaco ma raramente possono essere letali. Recenti
studi hanno escluso che la tossicita del farmaco sia correlata
al dosaggio, o ad alterazioni enzimatiche del sistema farma-
co-metabolico del P450.

Scopo dello Studio. Fra i pazienti HIV infetti afferenti al nostro
Centro, abbiamo registrato una incidenza di tossicita acuta da
reazione allergica alla nevirapina 4 volte superiore (circa 20%)
a quella riportata in altre popolazioni. Tenuto conto della pecu-
liare struttura HLA della popolazione sarda e della osservazio-
ne recente di Martin e coll., abbiamo voluto vedere se la mag-
giore incidenza di HSR alla NVP riscontrata nei pz. sardi fosse
legata a particolari antigeni HLA piti frequenti nella popolazio-
ne sarda che in altri gruppi etnici.

Pazienti, Materiali e Metodi. Sono stati esaminati 49 soggetti
sardi HIV-infetti sottoposti a terapia con NVP, di eta compre-
sa tra 18 e 60 anni. I pazienti hanno accettato di partecipare
allo studio sottoscrivendo un consenso informato. Nella tabel-
la sono riportate le principali caratteristiche cliniche dei

pazienti (Tabella 1). Tutti i soggetti, esclusi coloro che hanno
sviluppato rapida reazione alla NVP, sono stati trattati per un
periodo superiore ai sei mesi. La HSR — NVP & stata valutata
con criteri clinici rigorosi come stabilito dall’ AIDS Clinical Trial
Group (ACTG) Tutti i pazienti trattati con NVP e inclusi nel-
lo studio, sono stati tipizzati ai loci HLA-A, -Cw, -B e -DR. Le
frequenze alleliche sono state confrontate con quelle di 1101
soggetti sardi non correlati e rappresentativi delle frequenze
aplotipiche nella Popolazione Sarda.

Risultati. Dei 49 soggetti studiati, in trattamento con NVE, 13
hanno sviluppato rapidamente HSR — NVP in un periodo com-
preso tra i3 — 60 giorni (mediana 12 e 25 giorni rispettivamen-
te per le reazioni cutanee ed epatiche). I due gruppi HSR-NVP
e NVP-tolerant sono stati confrontati per 'eta, sesso, peso, sta-
to della malattia (CDC), carica virale al momento della terapia,
funzionalita epatica, concomitante infezione per HCV e/o
HBV.Nessuna delle variabili cliniche considerate & risultata
associata significativamente con l'insorgenza della reazione.
Esaminando la tipizzazione HLA dei due gruppi, gli antigeni
HLA-Cw8, HLA-B14(65), HLA — DR1 sono risultati significa-
tivamente pill rappresentati nel gruppo di soggetti NVP iper-
sensibili (Table 2). Il 46% (6/13) dei soggetti ipersensibili (HS)
alla NVP possedevano gli antigeni HLA-Cw8 e HLA-B14(65)
rispetto al 5% (2/36) del gruppo NVP tolerant (p=0.002; Pc =
0.04 e Pc = 0.02 rispettivamente per HLA-B14(65) e HLA
Cw8). I 6 pazienti HS-NVP e i 2 soggetti del gruppo NVP tol-
lerant positivi per THLA-Cw8 e HLA-B14(65), presentavano le
stesse specificita alleliche Cw*0802 e B*1402.

Conclusioni. Ulteriori studi, aventi una casistica pilt ampia
sono tuttavia necessari per confermare I'associazione tra HSR
alla NVP e l'aplotipo HLA-Cw*0802, B*1402. Questi risultati
suggeriscono di eseguire la tipizzazione HLA dei pazienti HIV
per individuare i soggetti geneticamente predisposti a svilup-
pare HSR e per i quali va posta particolare attenzione nella
scelta della terapia antiretrovirale riducendo cosi i rischi di tos-
sicita e di HSR talora severe.

Tabella 1.
NVP-hypersensitive  NVP-tolerant P PC NVP-unexposed P PC
(13 pts) (36 pts) (82 pts)
Number of examined haplotypes 26 72 164
Complete haplotype frequency
HLA A33, Cw8, B14, DR1 2 (7.69%) 2(2.77%) 0 (0%) 0.03
Partial haplotype frequency
HLA A33, Cw8, B14 2 (7.69%) 2(2.77%) 1(0.61%) 0.04
HLA w8, B14, DR1 4(15.38) 2(2.77%) 0.03 2 (1.29%) 0.002 0.02
HLA A33, Cw8 2 (7.69%) 2(2.77%) 1(0.61%) 0.04
HLA A33,B14 2 (7.69%) 2(2.77%) 1(0.61%) 0.04
HLA A33, DR12 2 (7.69%) 2 (2.77%) 1(0.61%) 0.04
HLA Cw8, B14 6 (23.07%) 2(2.77%)  0.002  0.02 4(2.43%) 0.0003  0.003
HLA Cw8, DR1 4 (15.38%) 2(2.77%) 0.03 2(1.29%) 0.002 0.02
HLA B14, DR1 4(15.38%) 2(2.77%) 0.03 2 (1.29%) 0.002 0.02
Single allele frequency
HLA A33 2 (7.69%) 2(2.77%) 6 (3.65%)
HLA Cw8 6 (23.07%) 2(2.77%) 0.002 0.02 5(3.04%) 0.0006  0.007
HLA B14 6 (23.07%) 2(2.77%) 0.002 0.04 12 (7.31%) 0.01
HLA DR1 4(15.38%) 5(6.94%) 17 (10.36%)
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C. Carcassi,'” R. Littera,” A. Ventrella,' N. Orrti,!
M. Mulargia,” G. Giustolisi,” V. Loi,” R. Boero,"” E Alba,’
S. Lai” S. Nesci,® E Locatelli,* G. La Nasa’

'Cattedra di Genetica Medica, Universita degli Studi, Cagliari;
*Centro Regionale Trapianti, ASL 8, Cagliari; *Unita TMO, P.O.
S. Salvatore, Pesaro; *“Oncoematologia Pediatrica, IRCCS Policli-
nico San Matteo, Pavia; *Centro TMO, P.O. R. Binaghi, Cagliari

I recettori KIR (killer immunoglobulin-like receptors) mediano
Iattivita dei linfociti NK tramite il riconoscimento di moleco-
le HLA di Classe I. HLA-C & il ligando d’elezione per i KIR ini-
bitori 2DL1, 2DL2 e 2DL3 e per quelli attivatori, 2DS1 e 2DS2.
La sostituzione di un residuo amminoacidico nelle posizioni
77 e 80 dell’ o-elica di HLA-C permette di dividere le mole-
cole HLA-C in due gruppi (C1 e C2) ciascuno dei quali viene
selettivamente riconosciuto da una coppia specifica di KIR
attivatori/inibitori. Bencheé numerosi studi abbiano indagato
sull'impatto dei KIR e dei loro ligandi sull’esito del trapianto
di cellule staminali emopoietiche (HSCT) nella leucemia mie-
loide e in quella linfoblastica acuta, i risultati permangono
controversi. Sicuramente, la grande quantita di variabili che
scaturiscono dai regimi di condizionamento e i fattori clinici
ed immunologici associati al trapianto nelle malattie oncoe-
matologiche, rappresentano il maggior svantaggio. Per tale
ragione, il trapianto di cellule staminali emopoietiche (HSCT)
nella talassemia rappresenta un modello di studio ideale.

Scopo dello studio. Scopo di questo studio era quello di valu-
tare 'influenza dei genotipi KIR e HLA-C sull’esito del tra-
pianto di cellule staminali emopoietiche (HSCT) da non cor-
relato in pazienti affetti da talassemia major. L'obiettivo prin-
cipale era quello di ridurre il rischio di GVHD e rigetto esten-
dendo i criteri (es. compatibilita HLA per la selezione dona-
tore/ricevente nei candidati al trapianto) al profilo genico KIR.

Pazienti, Materiali e Metodi. Nello studio sono stati inseriti
quarantaquattro pazienti talassemici trapiantati da donatore
non correlato dal 1993 al 2004. Le caratteristiche dei riceven-
ti sono mostrate nella tabella. Tutte le coppie donatore/rice-
vente erano identiche per le specificita HLA di classe II, il 91%
erano identiche anche al riguardo della classe 1. Tre pazienti
mostravano differenze al riguardo degli antigeni Cw ma era-
no identici ai loro donatori per C1 e C2 che sono a loro volta
riconosciuti dai KIR corrispondenti. Tutte le coppie
donatore/ricevente sono state tipizzate per i 14 loci KIR:
2DL1, 2DL2, 2D13, 2DL4, 2DL5, 3DL1, 3DL2, 3DL3, 2DS1,
2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5, 3DS1. La selezione di 28 coppie
donatore/ricevente & stata impostata sull’identitd molecolare
per HLA-A, B, Cw, DRB1 (B3, B4, B5), DQA1 e DQB1. Il regi-
me di condizionamento era lo stesso in tutti i pazienti.

Tabella 1.

N. pazienti 44
Eta media 12+6
Sesso 18/26 (40%-60%)

Attecchimento (%)
Rigetto (%)

38 (86%)-6 (14%)

Deceduti 6 (14%)
Evento infettivo 2 (3%)
GvHD acuta 4 (11%)

GvHD acuta grado Il - IV (%) 12 (27%)

GvHD cronica 2 (4%)

haematologica reports 2006; 2(issue 9):September 2006

Xlll Congresso Nazionale AIBT

% 100 EES C1/C1 and C2/C2 88%
ES 80 F S S
8 : clicz 82%
£ 60
3 ;
'S 40
: o
o]
= 20
8 F logrank P = 0,665
g 0 AP 1 | | 1
0 20 40 60 80 100 120 140
months from transplantation
100
< E logrank P=0,018
=
= 8of
B oo
'§ C1/C1 and C2/C2
= e
.8 [
£ :
2 20
2
0 1 L L 1
0 20 40 60 80 100
months from transplantation
100} logrank P=0,028
g |
= 80 :
4 60}
2 3 .
Lo bitnraiiinat sl e S el
a
% C1/Cl and C2/C2
o e s o i
0 b 10 15 20
months from transplantation
Figura 1.

Risultati. Dei 44 trapiantati, 6 hanno rigettato, 12 hanno svi-
luppato GvHD acuta di grado II-IV e sei pazienti sono dece-
duti. Le frequenze dei geni KIR nei due gruppi di pazienti
valutabili erano molto simili e analoghe a quelle trovate nel-
la popolazione di controllo. Al riguardo dell’esito del trapian-
to, la valutazione dell’attivita inibitoria e attivatrice dei KIR
nel donatore non ha mostrato differenze statisticamente signi-
ficative se paragonate a quelle dei pazienti (attecchimento,
GvHD acuta o rigetto). Al contrario, le molecole HLA-C dei
riceventi possedevano una maggiore influenza sull’esito del
trapianto. I pazienti eterozigoti C1/C2 avevano un rischio
maggiore di sviluppare GvHD se paragonati agli omozigoti
C1/C1 0 C2/C2 (p=0.02). La frequenza di rigetto era pits alta
negli omozigoti C1 (p=0.02).

Conclusioni. La compatibilita HLA, associata ad una accura-
ta valutazione del profilo genico KIR nelle coppie
donatore/ricevente sembrerebbe migliorare I'esito del trapian-
to riducendo il rischio di GVHD e rigetto. Questo approccio
combinato per la selezione delle coppie donatore/ricevente
dovrebbe rendere possibile una appropriata modulazione del-
la terapia immunosoppressiva cosi come la riduzione della
comparsa di effetti collaterali. Per tali ragioni, i criteri qui
applicati possono essere raccomandati anche se si richiedono
ulteriori studi per la conferma dei nostri risultati.
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HLA-C: UN CASO DI DISCORDANZA SIEROLOGIA/BIOLOGIA MOLECOLARE

A.M. Mangione, G. Coucourde, E. Andreoletti, A. Coppo,
A. Biava, A. Bosetti, G. Camisasca, M.G. Cianci,
R. La Torre, C. Monzeglio, R. Mari

S.0.C. Immunoematologia e Medicina Trasfusionale, Ospedale S.
Andrea, Vercelli

Da alcuni anni é stata rivalutata I'importanza del ruolo delle
molecole HLA-C nel trapianto. La tecnica sierologica si & rive-
lata particolarmente limitata nella tipizzazione dei prodotti dei
geni del locus HLA-C per la mancanza e/o la scarsa qualita degli
antisieri tipizzanti e per la minore espressione di superficie degli
antigeni HLA-C; oggi pero, con il DNA-typing, il locus HLA-C
risulta essere altamente polimorfico, almeno quanto i loci HLA-
A e -B.! Per questo motivo, in seguito anche alle indicazioni del
Registro Donatori Midollo Osseo Italiano (IBMDR), il Registro
Regionale Piemontese ha deciso nel 2003 di includere nel proget-
to di riqualificazione dei donatori, in corso dal 1998, oltre alla
tipizzazione estesa dei loci di classe I e I (ABDR) anche la tipiz-
zazione del locus HLA-C su tutti i nuovi iscritti effettuando (nel
biennio 2003-2004) in parallelo la tecnica sierologica e quella
molecolare in bassa risoluzione per valutarne U'affidabilita e I'ap-
plicabilita in routine.” Fra i nuovi donatori del Centro Donatori
VCO01 abbiamo riscontrato un caso di discordanza in un campio-
ne con tipizzazione sierologica HLA-Cw6,7 e molecolare HLA-
Cw*06,“15. La tipizzazione del campione & HLA-A2 30;-
B13,73,w4,w6;-Cw*06,"15;-DRB1*04,*07 (confermata anche in
un secondo prelievo). Dato il forte linkage disequilibrium fra i loci
HLA-B e HLA-C, & stata ipotizzata una possibile associazione del
prodotto dell’allele Cw*15, che reagisce con gli antisieri anti-
Cw7, con l'antigene B73. Abbiamo quindi deciso di eseguire la
tipizzazione molecolare dellocus HLA-C e, quando possibile, di
ripetere la tipizzazione sierologica dei donatori iscritti al nostro
Centro Donatori che presentavano HLA-B73 nel loro fenotipo
per verificare una possibile conferma della discrepanza.

Materiali e Metodi. 20 campioni che presentavano nel loro
fenotipo I'antigene HLA-B73 (19 donatori di midollo osseo e 1
paziente per studio di associazione HLA-malattia) sono stati
tipizzati sierologicamente per i loci HLA-A,-B,-C,-DR,-DQ uti-
lizzando la tecnica standard di microlinfocitotossita comple-
mento dipendente con vassoi di tipizzazione forniti dal com-
mercio da varie ditte. Il DNA genomico ¢ stato estratto con la
tecnica di micro salting out da campioni di sangue periferico
prelevato in EDTA. La tipizzazione molecolare del locus HLA-
C in bassa risoluzione & stata effettuata con il metodo PCR-SSP
con kit che permettono una bassa risoluzione degli alleli HLA-
Cw*01-*18 (GenoVision; Dynal). La tipizzazione molecolare in
alta risoluzione del gruppo allelico HLA-Cw*15 & stata esegui-
ta con la tecnica PCR-SSP utilizzando un kit con un set di 15 rea-
zioni PCR in grado di identificare le specificita alleliche
Cw*1502-*1514 (GenoVision).

Risultati. 19 donatori di CSE iscritti al CD VCO01 sono risulta-
ti presentare HLA-B73 nel loro fenotipo ed anche una paziente
afferita al nostro laboratorio per uno studio di associazione
HLA-malattie proprio nella fase di esecuzione delle tipizzazio-
ni che cosi ¢ stata inserita nel gruppo di studio. Le tipizzazioni
sierologiche sono state eseguite tra il 1993 e il 2005 con gli anti-
sieri presenti nei vassoi commerciali di 5 differenti ditte. Reat-
tivita sierologica: tutti i 20 campioni sono risultati reattivi con
antisieri anti-Cw7 sempre con una forte reattivita; 13 campio-
ni hanno mostrato reattivita anche con antisieri anti-Cwo6 ed in
6 la reattivita Cw6 & scomparsa o si & attenuata in tipizzazioni
ripetute negli anni seguenti; 12 campioni sono stati tipizzati 2
volte e la reattivita Cw7 & stata sempre confermata; in 4 cam-
pioni la presenza dell’antigene Cw?7 & stata poi confermata dal
riscontro del relativo allele molecolare (vedi risultato tipiz. geno-
mica). Tipizzazione genomica: I'allele Cw*15 & stato identifica-
to in tutti 1 20 campioni e la tipizzazione in alta risoluzione ha
identificato in tutti la presenza dell’allele Cw*1505; l'allele
Cw*07 & stato confermato solo in 4 campioni di cui 2 con feno-
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tipo sierologico omozigote Cw7 e molecolare Cw*07,*15 e 2
con fenotipo sierologico Cw6,7 e molecolare Cw*07,*15.
Conclusioni. 1l campione risultato discrepante durante lo stu-
dio regionale ha confermato i risultati sierologico e molecolare
anche in un secondo prelievo eseguito successivamente al pri-
mo, escludendo cosi la possibilita di un errore di tipizzazione.
120 campioni hanno reagito con antisieri di differenti ditte com-
merciali sempre con forte reattivita (score 8) in tipizzazioni ese-
guite tra il 1993 e il 2005 quindi con antisieri non solo di diver-
sa origine ma anche di differente qualita nel tempo. In 13 cam-
pioni & stata riscontrata anche una reattivita con antisieri anti-
Cwo6 (in alcuni anche con score 8), la piti frequentemente segna-
lata in letteratura e negli studi degli antiseri commerciali, ed in
6 di questi & scomparsa o si & attenuata alle successive tipizza-
zioni confermandosi cosi come una cross-reattivita minore
dovuta alla condivisione di epitopi comuni e ad una minore
purezza degli antisieri. Nei 4 campioni in cui la presenza dell’an-
tigene Cw7 & stata confermata dal riscontro del relativo allele
molecolare la reattivita specifica dei sieri anti-Cw?7 ha coperto
la cross-reattivita con Cw15, mentre si & manifestata solo quel-
la dei sieri anti-Cw6. Abbiamo considerato tutti gli antigeni pre-
senti nei fenotipi dei campioni studiati per ricostruire il possibi-
le aplotipo interessato. Gli altri antigeni HLA non -C maggior-
mente rappresentati nei fenotipi di questi campioni sono: HLA-
A2 (19 campioni su 20, 3 omozigoti e 16 eterozigoti); HLA-B73
(20 campioni su 20, II° antigene B: nessuno presente in manie-
ra significativa); HLA-DR4 (15 campioni su 20); HLA-DQ2 (14
campioni su 20). Il possibile aplotipo che ne risulta &: HLA-
A2;B73;Cw15;DR4;DQ2. I campioni esaminati sono tutti di ori-
gine caucasoide, non imparentati e prevalentemente originari
delle regioni del Nord Italia. Generalmente le discrepanze tra i
risultati ottenuti con la tipizzazione sierologica rispetto a quel-
li ottenuti con la tipizzazione molecolare nella tipizzazione del
locus C sono dovute ad antigeni blank sierologici identificati
invece in DNA-typing oppure ad errori di assegnazione di sot-
totipo o di supertipo, come nel nostro caso; oggi pero con il
DNA-typing & possibile identificare i numerosi antigeni HLA-C
definiti blank in sierologia riducendo 'omozigosi fino al 10%."
* Nelle tabelle di reattivita degli antisieri presenti nei vassoi di
tipizzazione del commercio utilizzati abbiamo trovato segnala-
zioni di una possibile reattivita Cw15 in sieri anti-Cw6 ma non
in sieri anti-Cw?7. In letteratura abbiamo trovato nel’HLA Dic-
tionary 2001 e 2004 segnalazioni di reattivita in cellule Cw15
positive con sieri anti-Cw2 e anti-Cw6 (allele Cw*1502) e con
sieri anti-Cw?2 e anti-Cw7 (allele Cw*1505), ed anche con sieri
anti-Cwo6 (allele Cw*150502) (4) cosi come l'associazione HLA-
B73/Cw15 (allele Cw*150501/B*7301).>° L'antigene HLA-Cw15
¢ una proteina lunga 366 aa con peso molecolare di 40863 Da.
Lallele HLA-Cw*1505 (variante 016644) si differenzia dagli altri
alleli Cw*15 per la sostituzione in posizione 140 di una Fenila-
lanina al posto di una Leucina. Uallele Cw*1505 presenta 4
varianti alleliche: *150501, *150502, *150503, *150504. L'allele
Cw*150501 & lungo 1101 bp e codifica per una proteina lunga
366 aa (EMBL-EBI IMGT/HLA Database). La discrepanza
riscontrata nel nostro donatore & stata quindi confermata nei
campioni studiati: tutti hanno reagito con i sieri anti-Cw7 e in
tutti  stato identificato 'allele Cw*1505. Lipotesi dell’associa-
zione di HLA-Cw15 con HLA B73 & stata cosi confermata in tut-
ti i 20 campioni. Nel nostro caso la discrepanza riscontrata tra
il risultato sierologico e quello molecolare non riguarda un anti-
gene perso in quanto non identificabile sierologicamente
(blank), ma un vero e proprio errore di assegnazione dovuto al
riconoscimento di Cw15 da parte degli antisieri con specificita
Cw? per una possibile condivisione di sequenza aminoacidica
(motif) tra i due antigeni.’ Nel nostro studio HLA-B73 risulta
quindi essere in linkage disequilibrium con lallele HLA-
Cw*1505 invece che con Cw7 come riportato comunemente
nelle tabelle di associazione, in accordo con i dati presenti in let-
teratura che associano 'allele HLA-Cw*150501 all’allele HLA-
B*7301.° Questa nostra esperienza conferma la necessita di
eseguire lo studio del locus HLA-C utilizzando le tecniche di
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biologia molecolare, essendo la tecnica sierologica molto limi-
tata, se non addirittura ingannevole come nel nostro caso, nel-
Iidentificare il polimorfismo dei prodotti del locus C, anche se
riteniamo rimanga comunque una tecnica informativa dell’e-
spressione e della funzionalita delle molecole HLA.
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UTILITA DEL TEST CON DITIOTREITOLO (DTT) NELLO STUDIO DEI SIERI DI
PAZIENTI IN ATTESA DI TRAPIANTO D’ORGANO
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E Marin, E Brancatello, R. Chidichimo, R. Conca,
A. Amoroso

S.C. Immunologia dei Trapianti, Ospedale Maggiore S. Giovan-
ni Battista di Torino

Nel nostro Servizio lo studio per analizzare la presenza di
anticorpi anti-HLA nei pazienti in attesa di trapianto d’organo
solido viene effettuato tramite la tecnica di micro-linfocitotos-
sicita complemento-dipendente a lunga incubazione (CDC).

Oltre ai pazienti che possiedono anticorpi anti-HLA di cui si
puo determinare la specificita, si presentano anche casi in cui i
sieri hanno una reattivita atipica. In questi casi quindi si ipotiz-
za la presenza di auto-anticorpi (auto-ab) di isotipo IgM, non
nocivi ai fini del trapianto, ma che interferiscono sia nella deter-
minazione del PRA (Panel Reactivity Antibody) sia in un even-
tuale cross-match pre-trapianto. Dal settembre 2004 quindi &
stato introdotto un nuovo protocollo che prevede lo studio di
questi sieri con DTT per valutare 'eventuale presenza di auto-
anticorpi.

Materiali e metodi. Si presentano 3 situazioni in cui si ipotizza
la presenza di auto-anticorpi di isotipo IgM:

1) in alcuni sieri si riscontra un PRA maggiore del 10% la cui
reattivita non consente di definire una precisa specificita anticor-
pale ed essi risultano negativi nello studio Elisa (che non rileva
le IgM).

2) alcuni sieri, esaminati in cross-match, presentano una debo-
le reattivita nei confronti dei linfociti T e B del potenziale dona-
tore, soprattutto a 4°C.

3)isieri di pazienti che non hanno avuto eventi immunizzan-
ti (precedenti trapianti, trasfusioni, gravidanze) risultano posi-
tivi.

Nei casi sopra indicati, per confermare la presenza degli auto-
anticorpi IgM, si procede allo studio mediante DTT. E’ noto che
tale sostanza rompe i ponti disolfuro delle immunoglobuline e
quindi scompare la iniziale reattivita, se dovuta effettivamente
ad anticorpi di tipo IgM. Tali sieri vengono cimentati contro un
pannello di linfociti totali, non trattati e trattati con DTT: a
seguito di cio, se sono presenti delle IgM, la reattivita riscontra-
ta contro i linfociti non trattati scompare quando i sieri sono
cimentati contro i linfociti trattati con DTT. Per distinguere se
le IgM individuate siano auto-anticorpi oppure allo-IgM anti-
HLA, si esegue un auto-crossmatch, in cui i sieri del paziente,
gia positivi contro il pannello, vengono cimentati con i propri
linfociti T e B, sia non trattati che trattati con DTT, alle tempe-
rature di incubazione di 4 e 22°C. I sieri utilizzati nell’auto-cros-
smatch vengono sempre studiati in Elisa per confermare la loro
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reattivita, poiché questa metodica non & in grado di rilevare le
IgM, quindi lo studio risulta sempre negativo.

Risultati e discussione. Se il risultato dell’auto-crossmatch — pri-
ma e dopo il trattamento con DTT - risulta:

1) pos /neg, la positivita riscontrata nei sieri del paziente & dovu-
ta alla presenza di auto-Ab, che non sono deleteri ai fini del tra-
pianto. In questo caso ogni cross-match pre-trapianto verra effet-
tuato in doppio, con e senza DTT, e se esso risultera negativo
dopo trattamento con DTT il paziente potra essere trapiantato;

2) neg /neg, la positivita riscontrata nei sieri del paziente con
altre cellule & dovuta ad allo-Ab anti-HLA di tipo IgM, nocivi a
i fini di un trapianto; la determinazione della specificita viene
effettuata tramite la tecnica CDC ed i cross-match pre-trapian-
to non includeranno l'uso del DTT.

Pud anche succedere che vi sia presenza contemporanea di
anticorpi anti-HLA di isotipo IgG e IgM; questi ultimi interferi-
scono con la determinazione della specificita delle IgG, quindi
lo studio dei sieri viene effettuato con la tecnica CDC in dop-
pio, con e senza DTT, per poter caratterizzare gli anticorpi di
isotipo IgG.

La procedura presenta nel complesso dei vantaggi:

1) viene favorito il trapianto a pazienti che con cross-match
positivo i quali non sarebbero altrimenti trapiantati.

2) in caso di presenza contemporanea di auto-anticorpi [gM
e alloanticorpi IgG, la scomparsa dei primi pud permettere di
definire meglio la specificita anti-HLA che non si riusciva ad
evidenziare a causa dell'interferenza delle IgM.

Grazie all'adozione di questa procedura, esaminando 283
pazienti che erano in lista attiva per trapianto renale, ne sono
stati individuati 30 (11%) con auto-Ab, tra cui quattro affetti da
LES e tre da sindrome di Berger. Di questi:

- 11 (87 %) sono stati trapiantati nel nostro Centro, e di essi
10 (91%) al momento conservano ancora un trapianto funzio-
nante;

-3 (10%) sono stati trapiantati fuori regione, al momento i tra-
pianti sono tutti funzionanti;

- 8 (27 %) risultano ancora in lista;

- 8 (27 %) non sono pitr disponibili al trapianto.

Conclusioni. La nostra esperienza - ed i dati in letteratura (1-3)
- mostrano come gli auto-Ab di tipo IgM siano ininfluenti ai fini
del buon esito del trapianto, questa strategia risulta quindi fon-
damentale per non precludere il trapianto a pazienti che presen-
tano cross-match positivo ma non dovuto ad anticorpi anti-
HLA.
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INFLUENZA DEL SISTEMA HLA NELLA TERAPIA CON ALPHA-INTERFERON DI
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G. Tomei,' L. Recchia, V. Valle, G. Girelli
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La Leucemia Mieloide Cronica (LMCr) & un disordine mielo-
proloiferativo, caratterizzato dalla presenza del cromosoma Phi-
ladelphia (Ph), derivante dalla traslocazione reciproca di seg-
menti di DNA tra i cromosomi 9 e 22. La traslocazione da ori-
gine ad un oncogene bcr-abl che produce una proteina di fusio-
ne, pit frequentemente p210, meno frequentemente p190.
Recentemente, & stato dimostrato che i peptidi prodotti dalla
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proteina di fusione sono immunogeni. Studi sperimentalil-2
che utilizzano peptidi sintetici di ber-abl hanno rilevato la capa-
cita di specifici peptidi di legarsi agli antigeni di I e II classe sug-
gerendo un coinvolgimento delle molecole HLA nell’outcome
della malattia e nella risposta terapeutica al trattamento con a-
interferon. Lo scopo del nostro studio & stato quello di valutare
'eventuale influenza degli antigeni HLA sulla risposta terapeu-
tica all’ alpha-interferon (IEN-a) dei pazienti di eta <20 anni
affetti da LMC e trattati con IFN-o..

Materiali e Metodi. Dal gennaio 1989 a settembre 2001 abbia-
mo trattato con I[FN-A 24 pazienti (13 maschi e 11 femmine, con
etd mediana alla diagnosi di 13 anni) affetti da LMCr Ph +, che
non disponevano di un donatore familiare HLA compatibile.
L'IFN-o. & stato somministrato sottocute alla dose di 1
MU/mgq/die per la prima settimana e progressivamente incre-
mentato fino alla dose massima di 9/MU/die. La dose terapeu-
tica & poi stata modulata in base alla tolleranza e alla risposta
ematologia. La risposta citogenetica & stata valutata, in tutti i
pazienti, a intervalli prestabiliti. Sono stati definiti rispondenti
quei pazienti che hanno ottenuto la riduzione di almeno 1'1 %
di metafasi Ph+; rispondenti completi quei pazienti che hanno
presentato la scomparsa del Ph+ in tutte le metafasi analizzate;
mentre & stata definita risposta assente la persistenza del 100%
di cellule Ph+. Tutti i pazienti sono stati sottoposti a tipizzazio-
ne HLA di classe I, solo loci A e B, con tecnica di microlinfoci-
totossicita in accordo con il National Institute of Health — USA.
Gli alleli di classe II, limitatamente al locus DR, sono stati tipiz-
zati con metodiche molecolari mediante la reazione polimera-
sica a catena con primer a sequenza allele-specifica (PCR-SSP).
I pazienti sono stati suddivisi in 2 gruppi A (rispondenti) e B (non
rispondenti) a seconda della risposta citogenetica alla terapia
con IEN-A. Inoltre & stato considerato un terzo gruppo di con-
trollo definito C costituito da 50 donatori volontari di midollo
osseo arruolati consecutivamente. La frequenza degli alleli HLA
dei pazienti appartenenti al gruppo A & stata comparata con
quella del gruppo B, e quella di entrambi i gruppi con il gruppo
C mediante il Test esatto di Fisher.

Risultati. Dei 24 pazienti, 15 (62,5%) sono risultati risponden-
ti al trattamento con IFN-A, e inclusi nel gruppo A, di questi 7
hanno ottenuto risposta citogenetica completa (29,16 %);7 sono
risultati non rispondenti e inclusi nel gruppo B e 2 non valuta-
bili. Le frequenze alleliche ottenute dalla tipizzazione HLA dei
15 pazienti rispondenti (gruppo A) e dei 7 pazienti non rispon-
denti (gruppo B) sono state comparate tra diloro (A vs B) e sepa-
ratamente con il gruppo C dei 50 donatori di midollo osseo (A
vs C, B vs C). Dal confronto del gruppo A versus C si & riscon-
trata un’aumentata frequenza dell’allele A*02 (4/7 vs 27/50
p=0.01) e un piccolo aumento di frequenza dell’allele A*25 ai
limiti della significativita statistica (2/15 vs 0/50 p=0.05). L'alle-
le DRB1*11 & stato trovato significativamente aumentato nel
gruppo A rispetto al gruppo B (10/15 vs 0/7 p=0.004) e signifi-
cativamente diminuito nel gruppo B versus C (0/7 vs 34/50,
»=0.0009). Il DRB1*14 appare lievemente aumentato nel grup-
po B versus C (3/7 vs 5/50 p0.04). Nulla di significativo & stato
trovato a carico degli altri loci.

Conclusioni. Il nostro studio ha evidenziato un significativo
aumento dell’allele DRB1*11 nel gruppo A versus B(10/15 vs
0/7 p=0.004), suggerendo un ruolo importante dell’allele
DRB1*11 nella risposta alla terapia con IFN-o. Tale ipotesi &
supportata anche dal fatto che i pazienti non rispondenti
mostrano una significativa diminuizione di tale allele se con-
frontati con la popolazione di controllo (0/7 vs 34/50, =0.0009).
I risultati da noi ottenuti non concordano con quanto riportato
da Cortes et al.3, che ha associato il fenotipo B27 con la rispo-
sta al trattamento con IFN-o.. Recentemente & stato dimostrato
che i peptidi sintetici derivanti dalla proteina di fusione bcr-abl
sono immunogeni e in grado di stimolare la produzione dei T
linfociti CD4+ e CD8+. Gli antigeni HLA di classe I (A3, Al1,
B8 e B44)’ hanno la capacita di legare il peptide b3a2 e di stimo-
lare in vitro una risposta citotossica, analogamente, gli antigeni
di classe II (DR1, DR2, DR4 e DR11)"* sono in grado di indur-
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re una risposta HLA ristretta dei linfociti CD4+ verso tale pep-
tide. Cio supporta l'ipotesi che le cellule della LMCr sono in
grado di presentare nel contesto delle molecole HLA di II clas-
se, con un naturale processo, i peptidi endogeni delle proteine
di fusione ber-abl ai linfociti T CD4+ stimolando una risposta
anticorpale che sara proporzionata all’abilita che le molecole
HLA hanno nel presentare il peptide stesso. Noi ipotizziamo
che il DRB1*11, incrementato nei pazienti rispondenti, sia abi-
le, come gia dimostrato in vitro, nel presentare i peptidi della
proteina di fusione ber-abl ai linfociti CD4+ e questo effetto &
aumentato dalla terapia con IEN-a, la cui azione & quella di
potenziare la risposta immune. U'antigene A2°, riportato in let-
teratura associato ad una minore sopravvivenza, nella nostra
esperienza risulta aumentato nella popolazione dei non rispon-
denti rispetto ai normali (4/7 vs 27/50 p=0.01) ma non risulta
essere associato a una minore sopravvivenza. Si puod conclude-
re che esiste un’associazione tra alcuni antigeni HLA e la rispo-
sta terapeutica al [FN-a, ma sono necessari ulteriori e pitt ampi
studi per comprendere il significato clinico e il ruolo biologico
di queste associazioni
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LA REVISIONE DEL RECETTORE IN LINFOCITI T UMANI: ASPETTI FISIOLOGICI E
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1l processo di ricombinazione V(D)], mediato da una ricom-
binasi sito-specifica i cui elementi meglio definiti sono le pro-
teine RAG-1 e RAG-2, & stato lungamente considerato un even-
to limitato alle fasi precoci della maturazione linfocitaria all’in-
terno degli organi linfoidi primari. Ma & stato recentemente
dimostrato un fenomeno di revisione del recettore che € media-
to da riarrangiamenti V(D)] secondari. Questo avviene in vivo
nel sangue periferico in linfociti T con fenotipo variante
CD4+CD38low e dipende dalla riespressione dei geni RAG (Lan-
telme et al, 2000a). Un aspetto interessante & che il numero dei
linfociti T varianti che va incontro a revisione del recettore risul-
ta aumentato di 10 volte nel sangue periferico di pazienti con
sindromi da instabilita genomica quali AT e NBS (Lantelme ez al,
2000b), e di 2 volte nel sangue periferico degli eterozigoti AT
(Lantelme et al., 2003). I presunti ruoli fisiologici del fenomeno
di revisione del recettore, quali la diversificazione del reperto-
rio T periferico e il recupero di cellule con un difetto nell’espres-
sione del recettore per 'antigene, risulterebbero particolarmen-
te importanti per questi pazienti, che mancano totalmente del
compartimento naive di linfociti T (Lantelme et al,, 2003). D’al-
tra parte, la riattivazione della ricombinazione V(D)J in linfoci-
ti T maturi puo rappresentare un rischio per la cellula, in parti-
colare quello di traslocazioni cromosomiche secondarie alla pro-
duzione di rotture della doppia elica del DNA (DSB) mediate
delle proteine RAG-1 e RAG-2. Indubbiamente, i pazienti AT
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presentano una aumentata frequenza di traslocazioni a carico
dei cromosomi 7 e 14, nei quali mappano i geni del recettore per
’antigene, e una spiccata predisposizione a sviluppare leucemie
e linfomi a carico dei linfociti T.

Allo scopo di chiarire i meccanismi molecolari che mediano
la revisione del recettore e i suoi potenziali ruoli patologici,
abbiamo da un lato messo a punto un metodo per indurre riar-
rangiamenti secondari in vitro, e dall’altro analizzato se le rottu-
re della doppia elica del DNA che tipicamente accompagnano
una ricombinazione V(D)] vengono segnalate in modo difetti-
vo nei linfociti di pazienti AT e NBS. Infine, abbiamo valutato
'induzione di apoptosi in linfociti T maturi che presentano rot-
ture del DNA non riparate.

Materiali e Metodi. 1) Induzione di riarrangiamenti secondari
in vitro. Cloni di linfociti T maturi, i cui recettori per l'antigene
sono stati caratterizzati molecolarmente, vengono attivati in
vitro con un anticorpo anti-CD3 e con IL-7, in presenza o in
assenza di un superantigene (SEB) in grado di riconoscere la
catena VP espressa. A 8 giorni dal trattamento i cloni sono sta-
ti caratterizzati fenotipicamente con i tetrametri specifici e un
pannello di anticorpi anti-Vf. L'espressione dei geni RAG ¢ sta-
ta analizzata a 24-48-72 h tramite RT-PCR-oligotyping e la pre-
senza delle proteine RAG mediante western blot e immuno-
fluorescenza. Per verificare la presenza di intermedi di ricombi-
nazione, prova dell’avvenuta revisione del recettore, & stato uti-
lizzato un approccio di LM-PCR. 2) Fosforilazione dell’istone
H2AX e segnalazione delle DSB. Uno degli eventi piu precoci
nella risposta alle DSB é la fosforilazione della coda C termina-
le dell'istone H2AX a livello della ser139, che e principalmente
mediata da ATM. Mediante FACS e microscopia confocale
abbiamo analizzato lo stato di fosforilazione di H2AX in cellu-
le T isolate dal sangue e in linee T in coltura, sia di donatori sani
che di pazienti AT e NBS, dopo trattamenti che inducano DSB.
A nostra conoscenza, il nostro € il primo tentativo di caratteriz-
zare la fosforilazione di H2AX in questo tipo di cellule. 3) Indu-
zione di apoptosi in linfociti T contenenti DSB. U'apoptosi dopo
trattamento con una sostanza genotossica che causa DSB non
riparabili (ActD) & stata valutata al FACS mediante doppie colo-
razioni utilizzando Ioduro di Propidio e un anticorpo anti-Anne-
xina V, oppure un anticorpo specifico per caspasi-3 attivata.
Conferma che la morte cellulare indotta da ActD fosse apopto-
si & venuta dall’utilizzo di inibitori delle caspasi. Come prova
formale che la via apoptotica indotta da ActD fosse ATM-
mediata abbiamo usato caffeina alla concentrazione di 10 mM
per bloccare l'attivita di ATM in cellule T normali.

Risultati e Conclusioni. Abbiamo dimostrato che il trattamento
di cloni T con anti-CD3 e IL-7 & in grado di indurre riarrangia-
menti V(D)] secondari (Lantelme ez al., manoscritto in prepara-
zione). La stimolazione con anti-CD3 induce una internalizza-
zione del TCR, che mima il fenotipo CD3low dei linfociti T
varianti descritti in vivo, mentre IL-7 & una citochina importan-
te per il rimodellamento cromatinico dei loci del TCR (Schlissel
et al., 2000), e probabilmente favorisce il riarrangiamento. E’ sta-
to possibile dimostrare, nelle cellule trattate, 'espressione dei
geni RAG-1 e RAG-2 e la formazione di intermedi di ricombi-
nazione. Inoltre, sottoponendo il clone ad una pressione selet-
tiva mediante l'utilizzo di un superantigene che induce apopto-
si delle cellule con il TCR originario, & possibile evidenziare la
comparsa di cellule con un nuovo recettore sulla superficie cel-
lulare. Stiamo attualmente cercando di caratterizzare il path-
way molecolare indotto dal trattamento che porta la cellula alla
decisione di effettuare un nuovo riarrangiamento. Questo
modello in vitro di induzione di riarrangiamenti secondari sara
molto utile per chiarire alcuni aspetti della fisiologia della revi-
sione del recettore nell'uomo, cosi come gli eventuali rischi pato-
logici. Abbiamo inoltre dimostrato, in seguito a stimoli genotos-
sici che inducono rotture della doppia elica simili a quelle che
accompagnano una ricombinazione V(D)] (2 Gy di radiazione
ionizzante), che mentre i linfociti T quiescenti da donatore sano
sono in grado di sopravvivere dopo aver completamente ripa-
rato le rotture della doppia elica indotte dal trattamento, i linfo-
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citi dei pazienti AT sopravvivono in presenza di rotture non
riparate, che vengono evidenziate come foci di istone H2AX
fosforilato. Questo dimostra un difetto del riparo delle rotture
della doppia elica del DNA indotte da radiazione nei linfociti T
dei pazienti AT (Porcedda et al., 2006). Infine, abbiamo osserva-
to che in seguito a trattamento con ActD, che induce rotture non
riparabili, i linfociti T dei donatori sani muoiono attivando un
programma apoptotico ATM-, NBS1- e p53-dipendente. Al con-
trario, i linfociti dei pazienti AT e NBS risultano resistenti a que-
Sto processo apoptotico, nonostante accumulino un danno al
DNA paragonabile alle cellule sane (Porcedda ez al., 2006). Con-
seguenza comune di questi due difetti genetici nella risposta
alle rotture della doppia elica del DNA & la tolleranza da parte
dei linfociti T dei pazienti nei confronti di rotture non riparate.
Vorremmo suggerire che questa tolleranza rappresenti un
importante contributo al rischio oncogenico di pazienti con sin-
dromi da instabilita genomica, in particolare alla luce dell’au-
mentato numero di riarrangiamenti V(D)] secondari da noi
descritto.
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IMMUNIZZAZIONE CONTRO LANTIGENE SUBTIPICO HLA-A24 E HLA-DR13 A
SEGUITO DEL TRAPIANTO DI RENE
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A. Amoroso'?
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nocitologia, Sezione di Roma

Presso il Servizio di Immunologia Dei Trapianti di Torino, i
pazienti in attesa di trapianto renale sono tipizzati con tecnica
sierologica per i loci HLA-A e B, con tecnica genomica a due
digit per il locus HLA-DR e la compatibilita richiesta per il tra-
pianto si ferma a livello del supertipo sierologico. Il presente
lavoro mostra un caso in cui una paziente, a seguito di un tra-
pianto di rene, si sia immunizzata contro 'antigene del donato-
re che era diverso a livello di sottotipo.

Pazienti e metodi. 1l cross-match e I'analisi degli anticorpi anti-
HLA nel siero sono effettuati con la tecnica della citotossicita
complemento dipendente. La tipizzazione genomica dei pazien-
ti in attesa di trapianto di organo solido & effettuata di routine
con tecnica SSO a bassa risoluzione. Per questo caso in partico-
lare & stata inoltre applicata la tecnica genomica ad alta risolu-
zione, avvenuta con metodica SBT per quanto riguarda I’anali-
si dei geni HLA-A e DRB. E stato inoltre approfondito lo studio
diun siero della paziente mediante tecnica citofluorimetrica, kit
FlowPRA Class I Single Antigen fornito dalla Ditta One-Lamb-
da. La paziente & una donna di 54 anni che nel marzo 1994 ha
ricevuto un trapianto di rene da cadavere da un donatore di 53
anni. La tipizzazione HLA della paziente era: A2, A24; B50, B51;
DR7, DR3; la tipizzazione HLA del donatore era: A2, A24; B50,
B51; DR7. Non era stata riscontrata nella paziente, prima del tra-
pianto, la presenza di anticorpi anti-HLA preformati e il cross-
match pre-trapianto & risultato negativo. Il trapianto e fallito
dopo 4.5 anni.

Risultati e discussione. Nei sieri post-trapianto della paziente
sono stati evidenziati con tecnica CDC anticorpi anti HLA-A24,
riconfermati, solo di recente, con tecnica Elisa che ¢ stata intro-
dotta nei nostri laboratori a partire dal 2004. La presenza dell’an-
ticorpo anti HLA-A24 poteva sembrare una incongruenza, vista
la condivisione dell’antigene HLA-A24. La tipizzazione HLA
genomica in alta risoluzione ha successivamente evidenziato
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l'allele HLA-A*240301 nel paziente e A*240201 nel donatore.
L’antigene espresso dal donatore, sebbene differente per 2 soli
residui aminoicidici rispetto a quello della paziente (a livello
dell’esone 3 i codoni 166-167 codificano per acido aspartico e
una glicina nel caso di A*240201, mentre per un acido glutam-
mico e un triptofano nell’A*240301), ha evocato una forte rispo-
sta immunitaria umorale. Infatti I'analisi del siero post-trapian-
to avvenuto in citofluorimetria ha evidenziato proprio un anti-
corpo anti-HLA-A2402. A quattro mesi dal trapianto la pazien-
te mostrava un aumento di creatinina a 3.6 mg/dL e la biopsia
renale ha evidenziato un danno renale di fibrosi diffusa e dan-
no vascolare, che poteva essere conseguenza di un rigetto, tan-
t'e che & stata aumentata la terapia immunosoppressiva (da
duplice terapia con steroide e Ciclosporina a triplice terapia con
aggiunta di azatioprina). Nel corso dei quattro anni di durata del
trapianto sono state segnalate ripetute infezioni da CMV che
sono state le cause pili evidenti del progressivo deterioramento
della funzione renale.

Conclusioni. Nel caso qui riportato si evidenzia come, anche
quando & presente una completa compatibilita donatore/rice-
vente, la diversita di struttura di due antigeni HLA anche per
pochi residui aminoacidici, ¢ in grado di evocare una risposta
immunitaria da parte del ricevente. Cio potrebbe essere la cau-
sa del danno renale di tipo cronico riscontrato con la biopsia a
soli 4 mesi dal trapianto e che col tempo, anche se con I'aggra-
vante di numerose infezioni, puo aver causato la perdita dell’or-
gano in quattro anni. [ risultati qui riportati dimostrano come,
sebbene per il trapianto di rene non possano essere valutate le
compatibilita a livello del 4° digit, I'uso delle pitt moderne meto-
diche per 'analisi dei sieri risultino indispensabili per una pre-
cisa caratterizzazione degli anticorpi presenti nel paziente. Si
hanno cosi pili informazioni per meglio focalizzare la terapia
immunosoppressiva e per cercare di evitare il fallimento del tra-
piant;. in caso di trapianti successivi, inoltre, sarebbe possibile
effettuare un‘accurata scelta del donatore pitr idoneo anche nel
caso in cui il ricevente avesse degli anticorpi diretti contro gli
antigeni HLA condivisi (a livello di supertipo ma non a livello di
sottotipo) col donatore.
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PROTOCOLLO PER IL TRAPIANTO DEI PAZIENTI IPERIMMUNI: LESPERIENZA
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I’Associazione Interregionale Trapianti (AIRT), che compren-
de le regioni italiane del Piemonte, Emilia Romagna, Toscana e
Puglia, dall’ottobre 2004 ha stilato una lista comune a tutte e
quattro le regioni dedicata a pazienti renali iperimmuni e crea-
to un software di selezione del ricevente pit idoneo al fine di
favorire questi pazienti che rimangono per molti anni in lista
d’attesa.

Materiali e metodi. Sono stati inclusi i pazienti che avevano
almeno due sieri con CDC-PRA maggiore o uguale all’80%. I
sieri storici di questi pazienti vengono esaminati con metodica
Elisa o Citofluorimetrica per accertare la presenza di anticorpi
anti-HLA di classe IgG. Inoltre viene eseguito sia lo studio del
PRA con DTT sia 'auto-cross-match, per escludere la presenza
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di auto-anticorpi.

1l trapianto puo essere effettuato nelle seguenti condizioni:

- iso-gruppo ABO;

- 5/6 compatibilita HLA donatore/ricevente e identita al DR
(sei in caso non sia nota la tipizzazione HLA dei donatori pre-
cedenti);

- esclusione dei mismatch dei trapianti precedenti e delle spe-
cificita anticorpali rilevate almeno tre volte con la tecnica CDC,
Elisa o Citofluorimetria;

- cross-match negativo sia con i linfociti T che B, effettuato
su un siero recente e almeno due sieri storici.

- tempo di ischemia fredda non superiore a 24 ore.

La tipizzazione HLA di Classe I dei riceventi & effettuata
mediante la tecnica sierologica (CDC) e genomica a bassa riso-
luzione (SSO) mentre la tipizzazione di Classe I dei donatori &
eseguita con tecnica genomica a bassa risoluzione. La tipizza-
zione HLA di Classe II di entrambi donatori e riceventi viene
invece effettuata con tecnica genomica a bassa risoluzione. Il
cross-match, eseguito con tecnica CDC o citofluorimetrica,
include 'impiego di almeno due sieri del paziente (uno storico
ed uno recente) e deve essere negativo sia con i linfociti T che
B. Qualora il cross-match risultasse positivo, il rene verra tra-
piantato ad un ricevente non iperimmune dello stesso Centro,
per evitare un lungo periodo di ischemia fredda. Solo in questo
caso pero, la regione ricevente, dovra “restituire” il rene con
simili caratteristiche per gruppo ed eta.

Risultati. Dall’ottobre 2004 al Febbraio 2006 i pazienti iperim-
muni inclusi in questa lista sono stati 128 (4%) sul totale dei
3300 pazienti renali in lista nelle 4 regioni, ed i donatori idonei
esaminati dal programma & stato 158/349 (45%).

Tre pazienti iperimmuni sono stati trapiantati con reni pro-
venienti da diverse regioni, quindi la lista comune & risultata
essere decisiva. Cinque altri pazienti sono stati selezionati ma
non trapiantati perché:

- 3 a causa di cross-match positivo

- 1 per non idoneita clinica

- 1 ha rifiutato il trapianto

I dati clinici aggiornati al Maggio 2006 confermano il buon
andamento del trapianto con livelli di creatinina pari a 1.1
mg/dL, 1.1 mg/dL e 1.5 mg/dL

Conclusioni. I risultati preliminari sono incoraggianti: i pazien-
ti iperimmuni hanno avuto infatti delle opportunita in pitt per
essere selezionati per un trapianto e, nel periodo di quasi un
anno e mezzo, tre pazienti sono stati trapiantati. In alternativa,
essi sarebbero costretti ad una lunga attesa o potrebbero addi-
rittura non essere mai trapiantati. I trapianti effettuati con que-
sto programma hanno, al momento, un buon andamento clini-
co. In futuro si prevede di modificare alcuni criteri di selezione
dei donatori per facilitare maggiormente I'assegnazione del rene.
In particolare, si vorrebbe ridurre il livello di compatibilita dona-
tore/ricevente e selezionare donatori con gruppo ABO compati-
bile invece che con iso-gruppo ABO.

ESPRESSIONE DELLE MOLECOLE CD38 e CD157 IN CELLULE CORNEALI

E Sizzano,' . Durelli,** R. Lusso,** S. Deaglio,’
E Genzano Besso,* A.L. Horenstein®®

Immunologia dei Trapianti, *Laboratorio di Immunogenetica , Dip.
Di Genetica, Biologia e Biochimica, Universita di Torino; *Centro di
Ricerche in Medicina Sperimentale (CeRMNS), ‘Banca delle Cornee
della Regjone Piemonte, Az. Osp. S.Giovanni Battista di Torino

La cornea rappresenta una barriera che protegge i tessuti inter-
ni dell’occhio dall’ambiente esterno (microrganismi, agenti chi-
mici e fisici) ed agisce come la lente principale del diottro ocu-
lare che con il cristallino converge la luce sul piano retinico. Nel-
la cornea si riconoscono principalmente 5 strati: epitelio, mem-
brana di Bowman, stroma, membrana di Descemet ed endote-
lio. Le cellule epiteliali proteggono gli strati pili interni, manten-
gono il film lacrimale adeso alla superficie oculare ed assorbo-
no l'ossigeno ed altre sostanze contenute nel film stesso. Lo
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Figura 1. Inmunomarcatura per il CD 38. A. La positivi-
ta all’anticorpo anti-CD 38 si riscontra prevalentemente
a livello della membrana plasmatica delle cellule epitelia-
li corneali, sebbene sia possibile evidenziare I'immuno-
marcatura a livello citoplasmatico e probabilmente sulla
membrana nucleare (freccia). B. La stessa immagine
acquisita in trasmissione al contrasto interferenziale.

stroma & composto principalmente da acqua e proteine prodot-
te dai cheratociti e rappresenta la principale struttura trasparen-
te della cornea. L'endotelio corneale & uno strato monocellulare
che regola la quantita di acqua che puo raggiungere lo stroma e
risulta estremamente importante per la trasparenza dell'intera
cornea. Trovandosi a cosi stretto contatto con 'ambiente ester-
no, le cellule corneali possono essere soggette a fattori tossici
fisici (quali le radiazioni UV), chimici oppure ad insulti di tipo
meccanico (corpi estranei, polveri). In generale, una cellula dan-
neggiata rilascia in modo massivo Nicotinamide-Adenil-Dinu-
cleotide (NAD+), coenzima redox fondamentale nel metaboli-
smo cellulare che puo rappresentare il substrato di ectoenzimi
quali il CD38 e del suo analogo CD157. 11 CD38 & una moleco-
la di membrana ampiamente studiata e descritta in diversi tipi
cellulari (cellule ematopoietiche, neuroni, cellule pancreatiche).
Oltre alla funzione di recettore per I'adesione e la migrazione
leucocitaria, il CD38 possiede attivita enzimatica convertendo
il NAD+ in molecole quali I’Adenosin-difosfato riboso (ADPR)
e '’ADPR ciclico che hanno funzione di secondi messaggeri
mobilizzanti il calcio. Ipotizzando per il CD38 e il CD157 una
funzione di sensore extracellulare di NAD+ (e quindi di possibi-
le danno cellulare), lo scopo di questo lavoro & valutare I'espres-
sione dei due ectoenzimi da parte delle cellule corneali (epite-
lio, stroma) mediante metodiche di immunofluorescenza indi-
retta e di western blot.

Materiali e Metodi. Cellule: sono state utilizzate 10 cornee non
idonee al trapianto (bassa conta endoteliale, lesioni stromali). Le
cellule epiteliali sono state sottoposte ad isolamento meccani-
co, mentre le cellule stromali sono state isolate mediante incu-
bazione con collagenasi IV (3-4 ore con agitazioni periodiche).
Le cellule sono state mantenute in terreno DMEM completo di
siero fetale al 10%, penicillina e streptomicina. Anticorpi mono-
clonali: sono stati utilizzati gli anticorpi murini anti-CD38 uma-
no (clone IB4; isotipo IgG2a) e anti-CD157 umano (clone SY; iso-
tipo IgG1) prodotti dal Laboratorio di Immunogenetica dell’'U-
niversita di Torino (Prof. E Malavasi). Gli anticorpi sono stati
prodotti da linee cellulari murine coltivate in bioreattori e con-
seguentemente purificati per ottenere un risultato clinical grade
applicabile sia nella ricerca di base che in quella traslazionale in
ambito clinico. Immunofluorescenza indiretta: Le cellule sono
state fissate in paraformaldeide al 2% a 4° C od a temperatura
ambiente. Il legame non specifico degli anticorpi é stato preve-
nuto mediante incubazione in PBS/BSA 1%. Le cellule sono sta-
te incubate con gli anticorpi monoclonali anti-CD38, anti-
CD157 e anti-HLA I per 2 ore. In seguito a lavaggi in PBS, le cel-
lule sono state incubate per 1 ora e 30 minuti con anticorpo
secondario anti-IgG di topo (frammento F(ab’)2 ) prodotto in
montone e coniugato con il fluoroforo Alexa 488. I controlli
negativi erano rappresentati dalle cellule incubate con IgG non
specifiche dello stesso isotipo dei cloni IB4 e SY oppure con
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’anticorpo secondario. I preparati sono stati analizzati in micro-
scopia confocale utilizzando i microscopi Olympus FV500 e Lei-
ca TCS SP2. Western Blor: in seguito a lisi cellulare e corsa elet-
troforetica in condizioni riducenti, i campioni sono stati trasfe-
riti su membrana di PVDE La membrana é stata bloccata con il
reagente BLOTTO (Biorad) ed incubata con l'anticorpo anti-
CD38 (clone IB4). In seguito a tre lavaggi in tampone TBS-
Tween, la membrana é stata incubata con un anticorpo secon-
dario coniugato all’enzima perossidasi. La presenza di proteine
legate agli anticorpi e stata evidenziata in chemioluminescenza
conil kit ECL (Perkin Elmer). Saggio di degradazione del NAD+:
Le cellule epiteliali sono state incubate con B-NAD per 1 ora a
37°C. Lattivita NADasica & stata valutata nei surnatanti median-
te cromatografia liquida ad alta pressione a fase inversa (RP-
HPLC) e la diminuzione della concentrazione del NAD+ e del-
la comparsa dei prodotti di reazione & stata rivelata mediante
assorbimento UV a 254 nm.

Risultati e Conclusioni. Le cellule epiteliali corneali (percentua-
le variabile tra il 40-60%) sono risultate immunopositive sia per
il CD38 che per il CD157. Le immagini confocali mostrano I'im-
munomarcatura localizzata prevalentemente a livello della
membrana plasmatica, sebbene in alcune cellule si sia riscontra-
ta immunoreattivita a livello citoplasmatico e, per il CD38, sul-
la membrana nucleare (Figura 1). Il dato di immunomarcatura
peril CD38 e il CD157 deve essere confermato sulle cellule stro-
mali. I risultati del Western Blot per le cellule epiteliali suggerisco-
no la presenza della banda caratteristica del CD38 a circa 45
kDa (normalmente presente utilizzando la linea di cellule mono-
citarie THP-1 CD38 +) e anche le prove preliminari di degrada-
zione mostrano un consumo di NAD+, verosimilmente ricon-
ducibile all’attivita NADasica di enzimi quali il CD38 poiché
sono visualizzabili in HPLC i picchi caratteristici dei prodotti. I
nostri risultati suggeriscono che le molecole CD38 e CD157 sia-
no espresse da una percentuale variabile di cellule epiteliali cor-
neali. Sono comunque in corso ulteriori esperimenti per confer-
mare il dato (RT-PCR, Western Blot e saggi di degradazione enzi-
matica del NAD+). L'espressione riscontrata a livello delle cel-
lule corneali pud indurre a ipotizzare che il CD38 ed il CD157
possano rappresentare dei sensori molecolari per il danno cellula-
re. Successivamente al legame con il NAD+ rilasciato in segui-
to a lesione cellulare, la cascata di secondi messaggeri che si
risolve nel rilascio di calcio a livello citoplasmatico pud indurre
una modificazione nella fisiologia della cornea. Lo studio e la
caratterizzazione funzionale dei due ectoenzimi sui tessuti cor-
neali potrebbe rivelarsi importante per la comprensione degli
eventi sottesi al danno e al recupero funzionale in ambito fisio-
logico od in situazioni cliniche quali il trapianto.
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I test che misura la frequenza di precursori di linfociti T cito-
tossici del donatore specifici per le cellule del ricevente (CTL-p-
f), & stato utilizzato nel nostro laboratorio nell’ambito del tra-
pianto di cellule staminali ematopoietiche (TCSE) tra consangui-
nei HLA-identici. Sebbene predittiva di complicanze post-tra-
pianto (GvHD acuta, GvHD cronica) la metodica non & pitr in
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uso a causa della difficolta operativa (elevato numero di cellu-
le, uso di radionuclidi). Recentemente sono state introdotte nuo-
ve tecniche molto sensibili per la valutazione dell” alloreattivita
in vitro, fra queste 'Enzyme Linked Immunosorbent Spot Assay
(ELISpot) che permette di evidenziare la produzione di citochi-
ne da parte di una singola cellula (visualizzata come spot) in
seguito a stimolo di vario genere (antigeni solubili, cellule allo-
geniche). In questo studio sono descritte le tappe dello svilup-
po della tecnica ELIspot per valutare l'alloreattivita tra cellule
mononucleate di sangue periferico (PBMC) di donatori sani uti-
lizzate come responder (R) e stimulator (S) al fine dell’applicazio-
ne in campo trapiantologico. Inoltre, & presentato il confronto
dei risultati ottenuti tramite la metodica ELIspot con quelli del
test CTL-p in dieci coppie di donatori a differente grado diiden-
tita per HLA.

Materiali e Metodi. Elispot: alloreattivita & definita come fre-
quenza di cellule R che producono interferon-gamma (IEN-y
producing cells; pc). In breve, le PBMC del R sono state colti-
vate in triplicato in piastre a 96 pozzetti in diluizione limite
con dosi fisse di S PBMC irradiate. Dopo 30 ore d’incubazione
a 37° (in alcuni esperimenti 54, 78, 102, 126 ore) le cellule sono
state trasferite in piastre ELIspot sulle quali era adsorbito 'an-
ticorpo di cattura anti-IEN-y per 18 ore. Gli spots sono stati rive-
lati tramite anticorpo secondario biotinilato, streptavidina-
perossidasi e cromogeno. Le piastre sono state analizzate
mediante un lettore automatico. Le cellule sono state coltivate
in terreno RPMI addizionato di siero fetale bovino (FCS) oppu-
re in terreno RPMI completo di siero umano AB. I controlli
negativi erano rappresentati da sole cellule R e da sole cellule S
irradiate. I controlli dell’effetto dell'irradiamento sulla produ-
zione di citochina erano rappresentati dalle cellule R irradiate
co-coltivate con le cellule S irradiate e dalle cellule S irradiate
stimolate da fitoemoagglutinina (PHA). La PHA & stata inoltre
utilizzata come controllo della capacita di produrre citochine da
parte delle cellule R. Sono stati effettuati esperimenti di blocking
con anticorpi anti-HLA di classe I e II per valutare il contribu-
to delle popolazioni linfocitarie nell’alloreazione. CTL-p: le cel-
lule R sono state coltivate in diluizione limite con dosi fisse di
S PBMC irradiate in terreno RPMI addizionato di siero AB. Le
cellule S irradiate coltivate senza cellule R rappresentavano il
controllo negativo. Sono stati inoltre effettuati un controllo
autologo (cellule R+cellule R irradiate) e un controllo positivo
(cellule R+cellule S differenti per HLA) negli esperimenti che
prevedevano la co-coltura di PBMC di coppie HLA-identiche.
Al 3° giorno, Interleuchina-2 & stata aggiunta alla coltura e al 7°
giorno l'attivita citotossica & stata valutata in seguito ad incor-
porazione di Cr-51 in blasti ottenuti mediante stimolazione
delle cellule S con anticorpo OKT3. La quantita di Cr-51 nei sur-
natanti € stata valutata mediante un contatore di radiazioni
beta. I pozzetti sono stati considerati positivi quando il valore
superava di 3 deviazioni standard la media del valore dei con-
trolli negativi e le frequenze di CTL-p sono state calcolate
mediante un programma statistico.

Risultati e Conclusioni. Effetto-dose delle radiazioni e rapporto
R/S: in esperimenti preliminari in una coppia di individui HLA-
mismatched, abbiamo voluto valutare I'effetto di dosi crescenti di
radiazioni (30, 45, 60 Gray) sulla secrezione di IEN-y da parte
delle cellule S, per ottenere una reazione il pitr possibile unidi-
rezionale (citochine prodotte principalmente da cellule R). I
risultati mostrano che dosi crescenti inibiscono la produzione di
IEN-y dalle cellule S ma ne diminuiscono la capacita di stimola-
zione. Un compromesso tra stimolazione ottimale (elevato
numero di spots) e unidirezionalita (spots principalmente da
cellule R) & stato ottenuto irradiando le cellule S a 30 Gy e varian-
do il rapporto di concentrazione tra R e S (da 1:1 a 4:1 nella pri-
ma diluizione; 2*10°/50*10° cellule). Con questo accorgimento
il contributo di IFN-y secreto dalle cellule S risulta ridotto, poi-
ché il numero di spots correla linearmente (R=0.99) con il nume-
ro di cellule R seminate. Tempi d’incubazione: & stata parago-
nata la reattivita tra coppie a diverso grado di HLA dopo due
giorni di coltura. Si sono apprezzate elevate frequenze di IFN-y
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pe ¢tra individui HLA -mismatched (100 spots/2*10° cellule R) ed
assenza di alloreattivita tra consanguinei HLA-identici (la fre-
quenza CTL-p & risultata bassa in questa coppia) e gemelli
monozigoti. Incrementando i tempi di stimolazione in coltura
(54, 78, 102, 126 ore) nella coppia di consanguinei HLA-identi-
ci, si & evidenziato un aumento del numero degli spots, sebbe-
ne si sia riscontrato un progressivo aumento nel numero di JFN-
Y pc nei pozzetti dedicati al controllo negativo dal 3° giorno di
coltura. E stato quindi riallestito I'esperimento paragonando i
risultati della coltura in RPMI/FCS (utilizzato fino a questo
momento) con quelli di una coltura in RPMI/AB in 2 coppie di
consanguinei HLA-identici. In entrambe le coppie, analogamen-
te agli esperimenti precedenti, si & riscontrato un aumento nel
numero di [EN-y pc nei controlli negativi in RPMI/FCS dopo il
terzo giorno di coltura, mentre cid non si ¢ verificato nella con-
dizione RPMI/AB. I replicati R/S in questa condizione al 6° gior-
no di coltura mostravano un basso numero di IFN-y pc (1-3 IEN-
¥ pc/2*10° cellule R). IEN-y pc e CTL-p-f in 10 coppie R/S a dif-
ferente grado d’identita per HLA: utilizzando RPMI/siero AB in
coltura, 4 coppie HLA-mismatched, 4 coppie di consanguinei
HLA-identici e 2 coppie di gemelli monozigoti sono state ana-
lizzate mediante ELISpot e CTL-p. In ELISpot, le cellule R/S
HLA-mismatched sono state incubate per un totale di 48h, men-
tre le cellule R/S HLA-identiche sono state incubate per un tota-
le di 144 h. I risultati mostrano elevate frequenze di IFN-y pc tra
le coppie HLA-mismatched (media delle 4 coppie: 74+37/2*10°
cellule R). I'introduzione degli anticorpi bloccanti anti-HLA I e
II (esperimento condotto in 2 coppie HLA-mismatched) mostra
una drastica riduzione dell’alloreattivita tra cellule R e S (circa il
90% nel caso dell’ incubazione delle cellule S con entrambi gli
anticorpi). Nelle coppie di consanguinei HLA-identici e tra i
gemelli monozigoti sono state riscontrate basse frequenze di
IEN-y pc (media:1,3+1,1/2%10° e 0,8+0,05/2*10 cellule R rispet-
tivamente). Analogamente, elevate frequenze di CTL-p sono
state ritrovate nelle coppie HLA-mismatched (media delle 4 cop-
pie: 1 CTL-p/2,2*10* cellule R) mentre basse frequenze nei con-
sanguinei HLA-identici (media delle 4 coppie: 1 CTL-p/2*10°
cellule R) e nei gemelli monozigoti (1 CTL-p/4,8%10° cellule R).
In questa esperienza abbiamo valutato l'alloreattivita tra cellu-
le R/S isolate da donatori sani compatibili o incompatibili per
HLA mediante la metodica ELISpot e paragonato i risultati otte-
nuti con il test CTL-p. I nostri risultati in ELISpot mostrano che
dosi crescenti di raggi y inibiscono la secrezione di IEN-y dalle
cellule S ma ne diminuiscono la capacita stimolatoria. Un com-
promesso per ottenere una reazione unidirezionale & stato tro-
vato variando il rapporto delle cellule R/S. La possibilita di valu-
tare la reazione immunitaria principalmente delle cellule R, puo
rappresentare un modello migliore di risposta delle cellule T in
seguito a trapianto d’organo solido o TCSE. Utilizzando questi
parametri, sono state allestite colture di PBMC R/S a differente
grado d’identita per HLA a differenti tempi d’incubazione. I
risultati in ELISpot mostrano che dopo il 3° giorno, le colture in
RPMI/FCS presentano un aumento progressivo ed aspecifico di
IEN-y pc a differenza delle colture in RPMI/siero AB umano. Al
fine di evitare produzione aspecifica di IFN-y, probabilmente
dovuta a fattori mitogenici contenuti nel siero fetale, gli esperi-
menti successivi condotti sulle coppie R/S a differente grado d’i-
dentita per HLA sono stati allestiti utilizzando siero umano AB.
[ risultati mostrano un’elevata frequenza di IEN-y pc e di CTL-
p nelle coppie HLA-mismatched rispetto alle coppie HLA-identi-
che ed ai gemelli monozigoti. Cio risulta importante nello stu-
dio dell’alloreattivita scatenata da ipotetiche differenze per anti-
tiche per HLA. U'assenza degli antigeni (A2, B7) che legano piu
frequentemente i peptidi minori in 3 delle 4 coppie studiate pud
rappresentare una spiegazione della debole reazione immunita-
ria osservata (ELISpot: da 0 a 1.3/2*10° IEN-y pc; CTL-p: da 1
CTL-p/3,4*10° cellule a 1 CTL-p/1,6*10° cellule). Solamente una
coppia HLA-A2 positiva mostrava frequenze di IFN-y pc pitu ele-
vate (3/2*10°cellule) e di CTL-p (1 CTL-p/9,8*10° cellule): & pos-
sibile ipotizzare che cid possa essere dovuto a cellule R specifi-
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che per antigeni minori ristretti da HLA-A2. La frequenza CTL-
p nelle coppie HLA-mismatched e risultata piti bassa rispetto alla
frequenza di IEN-y pc. Cio potrebbe essere dovuto al contribu-
to di differenti popolazioni linfocitarie nell’alloreazione. Infat-
ti, mentre nel test CTL-p & valutabile solamente la risposta cito-
tossica, il risultato del test ELISpot potrebbe essere rappresen-
tato dalla somma dei contributi di popolazioni T helper/citotos-
siche producenti IFN-y. In effetti, I'utilizzo alternato oppure
combinato degli anticorpi anti-HLA di classe I e II diminuisce
parzialmente o pressoché totalmente il numero di IEN-y pc,
facendo supporre un contributo nella secrezione di IFN-y da par-
te di entrambe le sottopopolazioni linfocitarie CD4 e CD8. In
conclusione, ’'ELIspot puo essere considerato un nuovo meto-
do per valutare 'alloreattivita tra cellule R/S, ed i risultati pos-
sono essere paragonati al test CTL-p. La reazione unidireziona-
le puo essere mimata variando il rapporto R/S poiché I'aumento
delle dosi di radiazioni diminuisce la capacita stimolatoria del-
le cellule S. Inoltre, 'uso di FCS puo determinare una secrezio-
ne aspecifica di citochina ed & quindi consigliabile operare con
siero AB umano. LELISpot puo essere utilizzato per cellule R/S
HLA-mismatched con breve incubazione (2 giorni) o tra R/S HLA-
identici con incubazioni pil lunghe, sebbene basse frequenze di
cellule R, paragonabili a quelle valutate con il test CTL-p, potreb-
bero essere attese.

ASSOCIAZIONE TRA POLIMORFISMI DEL GENE PER L'IL-1(3 ED INSORGENZA DI
TUMORI IN PAZIENTI LONG-SURVIVORS TRAPIANTATI DI RENE

E. Dametto,' M. Uboldi de Capei,” M.E. Fasano,’
LB. Romero,” D. Povero,” A. Amoroso’

''S.C. Immunologia dei Trapianti, A.S.O. San Giovanni Battista,
Torino; * Dip. di Genetica, Biologia e Biochimica, Universita degli
Studi di Torino

In un precedente lavoro, abbiamo dimostrato che la soprav-
vivenza del trapianto a lungo termine (superiore a 10 anni), in
riceventi di rene mismatched per HLA di classe I ma matched per
HLA di classe II con il rispettivo donatore, era correlata con i
genotipi -1082GG dell'lL-10 e -33 CC dell'IL-4 (Uboldi de Capei
et al., 2004). L'analisi degli stessi polimorfismi all'interno di un
gruppo di pazienti in cui il trapianto era fallito prima di dieci
anni, al contrario, non ha evidenziato alcuna associazione signi-
ficativa (dati non pubblicati). La base di partenza per questo
nuovo studio & stata 'osservazione, riportata anche in lettera-
tura, che pazienti trapiantati di rene presentano, rispetto alla
popolazione generale, un rischio di sviluppare un tumore di tre-
quattro volte superiore. Inoltre, tale rischio aumenta vertigino-
samente (fino a cento volte) per alcuni tipi di tumore, in parti-
colare carcinomi della pelle, quali il carcinoma a cellule squamo-
se (SCC), il carcinoma a cellule basali (BCC) e la malattia di
Bowen. Questa alta incidenza & da attribuirsi al trattamento
immunosoppressivo che deve essere mantenuto per prevenire
e/o trattare episodi di rigetto ed infezioni (Adami er al,, 2003;
Andrés, 2005). I tumori rappresentano, purtroppo, un’impor-
tante causa di mortalita, soprattutto nei long-term survivors, dovu-
ta al loro decorso piuttosto aggressivo, con metastasi, e perché
possono recidivare dopo resezione (Carneiro et al., 2005; Moo-
sa et al., 2005). Lo scopo del nostro lavoro ¢ stato quello di valu-
tare se polimorfismi di un singolo nucleotide (SNPs) all'interno
di differenti geni codificanti per citochine, che possono influire
sui livelli di produzione della corrispondente proteina, correla-
no con la suscettibilita a sviluppare un tumore in pazienti tra-
piantati di rene.

Materiali e Metodi. Abbiamo considerato retrospettivamente
697 pazienti sottoposti a trapianto presso il Centro Trapianto
Rene di Torino, da novembre 1981 a giugno 1999. Tra questi,
alcuni erano deceduti o non erano piti rintracciabili; inoltre, sono
stati scartati tutti i pazienti i cui DNA non erano disponibili e
dai quali non & stato possibile ottenere un nuovo prelievo di
sangue. Per il nostro studio, abbiamo infine reclutato 251
pazienti complessivamente, il cui DNA era gia presente nella
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nostra DNAteca o che si sono resi disponibili ad effettuare un
nuovo prelievo di sangue per una estrazione de novo. Di questi,
109 erano pazienti long-survivors (LS - trapianto funzionante
dopo 10 anni) e 142 erano pazienti short-survivors (SS - trapian-
to fallito prima di 10 anni); entrambi i sottogruppi includevano
sia pazienti senza tumore che pazienti affetti da un tumore (del-
la pelle, prevalentemente, ma anche linfomi, sarcoma di Kapo-
si, carcinoma epatico, etc.) insorto dopo il trapianto, come sche-
matizzato nella Tabella 1. Il DNA genomico & stato isolato da
sangue periferico raccolto in EDTA, utilizzando la metodica del
micro salting-out modificata per piccoli volumi (1-2 ml di sangue)

(Miller et al., 1988).

Tabella 1. Pazienti reclutati per lo studio.

No tumore Tumore Totale
Tumore Altro
della pelle
Pazienti LS 85 14 10 109
PazientiSS 113 10 19 142

Tabella 2. Distribuzione dei genotipi alle posizioni -511 e
+3962 del gene dell’lL1, nei differenti sottogruppi di
pazienti.

SST1IL1B +3962IL1
genotype (%) genotype (%)
cCCr 1T cCCcrT 1T
LS+ cancer 50 50 O 29 54 16
p=0.049 p=0.038
LS no cancer 48 39 13 58 35 7
LS +cancer 50 50 0O 29 54 16
p=0.006 p=0.05
SS+ cancer 28 48 24 59 38 3

La genotipizzazione di 22 polimorfismi all’interno di 13 geni
codificanti per citochine [IL1a (T/C-889), IL1p (C/T =511, T/C
+3962), IL12 (C/A -1188), IENy (A/T UTR 5644), TGFp (C/T
codon 10, G/C codon 25), TNFa (G/A -308, G/A -238), IL2
(T/G =330, G/T +166), IL4 (T/G -1098, T/C -590, T/C -33), IL6
(G/C-174, G/A nt565), IL10 (G/A -1082, C/T -819, C/A -592),
IL1IR (C/T pstl 1970), ILIRA (T/C mspal 11100), IL4ARA (G/A
-1902)] & stata eseguita con metodica PCR-SSE, utilizzando i
Cytokine Typing Trays forniti dall’'Universita di Heidelberg, Ger-
mania.

Risultati. Sono state calcolate le frequenze genotipiche di cia-
scun polimorfismo (dati non mostrati), ed & stato effettuato un
confronto tra le loro distribuzioni nei differenti sottogruppi. La
sola differenza & emersa in corrispondenza delle posizioni -511
e +3962 del gene dell'IL-1p (Tabella 2), dove i genotipi TT e CC,
rispettivamente, erano significativamente pit bassi nei pazien-
ti LS con tumore rispetto a quelli senza tumore (0% vs 13%,
»=0.049; 29% vs 58%, p=0.038), con un conseguente aumento
dei genotipi CT (50% vs 39%; 54% vs 35%, rispettivamente).
Al contrario nessuna differenza & emersa nei pazienti SS con e
senza tumore (dati non mostrati). Ovviamente, la stessa diffe-
renza era presente quando i pazienti LS con tumore venivano
confrontati con i pazienti SS con tumore (0% vs 24%, p=0.006
€ 29% vs 59%, p=0.05, rispettivamente) (Tabella 2). Infine, con-
siderando l'elevata percentuale (45%) di pazienti affetti da un
tumore della pelle (LS+SS, n=24) rispetto a quelli affetti da un
altro tipo di tumore (n=29), abbiamo valutato e confrontato le
varie distribuzioni genotipiche anche in questi due sottogrup-

37



XIlll Congresso Nazionale AIBT

pi, ma non € emersa alcuna differenza statisticamente significa-
tiva (dati non mostrati).

Conclusioni. 'IL1{ € una citochina proinfiammatoria dai mol-
teplici effetti biologici. E’ ormai dimostrato il suo coinvolgimen-
to in diverse patologie di natura infiammatoria, come 'artrite
reumatoide e le malattie infiammatorie croniche intestinali (Bio-
que et al., 1995; Cantagrel et al., 1999), cosi come nella crescita
tumorale: essa puo, infatti, promuovere I'angiogenesi in segui-
to all'incremento di prostaglandina E2 e VEGE up-regolando
COX-2 ed inducendo la NO sintasi (Ben-Av et al., 1995; Rahman
et al., 2001). In particolare, molti studi dimostrano una correla-
zione con il tumore gastrico. I risultati preliminari del nostro
studio sembrano dimostrare che pazienti long-survivors trapian-
tati di rene sono pit suscettibili a sviluppare un tumore se non
posseggono i genotipi -511IL1B TT e +3962ILp CC. Purtroppo,
idati di letteratura riguardanti il ruolo dei polimorfismi del gene
dell'IL1p e la loro associazione con l'insorgenza di un tumore
sono ancora controversi: alcuni sostengono che IL1p -511T/-
31C sia un aplotipo di rischio perché associato con elevati livel-
li di produzione della citochina, mentre altri dimostrano esatta-
mente il contrario, riportando che alti livelli di IL1p nel plasma
sono associati con I'aplotipo -511C/-31T (El-Omar et al., 2000;
Yang et al., 2004). Per spiegare queste discrepanze, alcuni auto-
ri hanno ipotizzato che 'espressione genica sia differentemen-
te regolata in popolazioni diverse od in organi differenti. Vi e,
al contrario, una certa concordanza nel sostenere che allele T
in +3962ILp sia associato ad un’aumentata secrezione della pro-
teina. In attesa che la letteratura si arricchisca di nuovi studi vol-
ti a chiarire il significato dei suddetti polimorfismi, noi ci pro-
poniamo di confermare i nostri risultati in un gruppo di pazien-
ti piti esteso.

VALUTAZIONE DELLA PRODUZIONE DI INTERLEUCHINA-6 DA PARTE DI
CORNEE IN COLTURA D’ORGANO

E Genzano Besso,'” P. Santoro,' M. Boetto,' L. D’angelo,’
E Sizzano,” S. Roggero,"” A. Amoroso *

" Banca delle Cornee della Regione Piemonte, A.S.O. San Giovan-
ni Battista, Torino, 2 Immunologia dei Trapianti, A.S.O. San Giovan-
ni Battista, Torino

In uno studio precedente, abbiamo rilevato che le cornee in
coltura d’organo producono interleuchina 6 (IL-6) e che la con-
centrazione di IL-6 nel terreno di coltura aumenta nel corso del-
la coltura d’organo. Abbiamo inoltre osservato che sia il valore
assoluto che I'incremento relativo della concentrazione di IL-6
nel terreno di coltura e diverso per tessuti provenienti da dona-
tori differenti. In questo studio abbiamo voluto rilevare se vi &
correlazione tra concentrazione di IL-6 nel terreno di coltura
delle cornee e alcune caratteristiche biologiche e cliniche delle
cornee stesse.

Materiale e Metodi. Abbiamo valutato la concentrazione di IL-
6 nel terreno di coltura di 77 cornee provenienti da 46 donato-
11, presenti in coltura d’organo presso la Banca delle Cornee del-
la Regione Piemonte tra marzo e aprile 2006. Le determinazio-
ni sono state eseguite su campioni di terreno di coltura delle
cornee, prelevati dopo sette giorni dall’inizio della coltura d’or-
gano. Per misurare la concentrazione di IL-6 abbiamo utilizza-
to un test di tipo enzyme — linked immunosorbent assay (ELI-
SA), dispensando 100 uL del terreno di coltura diluito 1:75 in
piastre da 96 pozzetti rivestiti con un anticorpo anti IL-6. I rea-
genti di rivelazione comprendevano un anticorpo secondario
biotinilato, avidina perossidasi, substrato cromogeno. Il control-
lo negativo utilizzato & stato terreno di coltura mantenuto nel-
le stesse condizioni della coltura d’organo. Tutte le cornee per
le quali & stata determinata la concentrazione di IL-6 nel terre-
no di coltura sono state valutate microscopicamente dopo un
tempo medio di coltura di venti giorni.

Risultati e Conclusioni. Nei campioni analizzati non & stato pos-
sibile trovare una correlazione tra la concentrazione di IL-6 e le
caratteristiche cliniche del tessuto, quali I'intervallo morte-pre-
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Figura 1. Distribuzione della concentrazione di 1I-6 nei
campioni analizzati.

lievo, I'eta del donatore e la causa di morte.

Lanalisi dei dati (Figura 1) ci ha perd permesso di correlare la
concentrazione di IL-6 con alcune caratteristiche biologiche.

39 delle 77 cornee analizzate (51%) all’analisi microscopica
sono risultate non idonee per intervento perforante di trapian-
to di cornea (PKP) al termine della coltura.

La causa della non idoneita rientrava in una delle seguenti
alterazioni biologiche:

1) elevata perdita di cellule endotelialj;

2) alterazioni dello stroma;

3) pieghe della membrana di Descemet.

33 di queste 39 cornee (85%) al settimo giorno di coltura
mostravano una concentrazione di IL-6 nel terreno di coltura

superiore a 50000 pg/mL (Tabella 1).

Tabella 1.
[IL-6] [IL-6]
<50000 pg/mlL. >5000
pg/mL
Alterazioni biologiche 6 33
Non alterazioni biologiche 23 15

Tra le 38 cornee che non mostravano alterazioni biologiche,
solo 15 (40%) mostravano una concentrazione di IL-6 nel terre-
no di coltura superiore a 50000 pg/mL. L'analisi statistica indi-
ca una differenza significativa (Fisher’s test: p<0.0001) — per la
produzione di IL-6 dopo sette giorni di coltura - tra il gruppo di
cornee che presentavano alterazioni morfologiche all’esame
microscopico e quello che non mostrava sofferenza tissutale.

I dati ottenuti ci permettono quindi di evidenziare che:

1) la concentrazione di IL-6 nel terreno di coltura non & cor-
relabile con le caratteristiche cliniche della cornea, quali I'inter-
vallo morte-prelievo, I'eta del donatore e la causa di morte;

2) la concentrazione & correlabile con alcune caratteristiche
biologiche delle cornee: Infatti, i terreni di coltura contenenti
cornee valutate in seguito ad analisi microscopica non idonee
per PKP, dopo sette giorni di coltura contenevano in una eleva-
ta percentuale (85%) alti livelli di IL-6 (>50000 pg/mL). La deter-
minazione della concentrazione di IL-6 nel terreno di coltura
dopo sette giorni, potrebbe quindi essere molto utile per otti-
mizzare il tempo di coltura delle comnee. Infatti, lo scopo della
coltura d’organo & duplice: da un lato permette di verificare I'e-
ventuale contaminazione da parte di batteri e miceti delle cor-
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nee da utilizzarsi a scopo di trapianto, dall’altro permette di
conservare le cornee per un periodo variabile da una a quattro
settimane. La possibilita di avere sempre tessuti corneali dispo-
nibili per trapianto € estremamente utile in quanto permette di
programmare gli interventi di innesto e, soprattutto, consente di
avere sempre cornee disponibili per gli interventi con carattere
di urgenza. Inoltre coltura consente, in alcuni casi, di recupera-
re danni biologici evidenziabili nel tessuto al momento della
prima osservazione dopo il prelievo. In altri casi, pero, la coltu-
ra protratta per un lungo periodo pud portare a un danno bio-
logico per il tessuto corneale, che pud renderlo non idoneo per
PKP. La determinazione della concentrazione di IL-6 nel terre-
no di coltura dopo sette giorni potrebbe cosi aiutarci a decide-
re per un periodo piti o meno lungo di coltura d’organo e con-
sentirci di recuperare una maggior percentuale di tessuti idonei
e quindi utilizzabili per intervento PKP.

INDIVIDUAZIONE DI CHIMERISMO MATERNO NEL SANGUE PERIFERICO DI
PAZIENTI PEDIATRICI AFFETTI DA SCID

P.I. Monaco,' G. Ozzella,' P. Giustiniani, E. Calcagni,’
C. Cortini,® A. Aureli,' E. Poggi,' M.R. Pinto,” P. Rossi,’
M. Caniglia,” A. Piazza,” D. Adormno’

'Consiglio Nazionale delle Ricerche, Istituto per i Trapianti d’'Or-
gano Roma, L’Aquila, *IRC Ospedale Bambino Gesii-Roma, *Uni-
versita degli Studi Tor Vergata, Roma

LI'immunodeficienza severa combinata (SCID) & caratterizza-
ta da un’alterazione dello sviluppo dei linfociti che si esprime
con un difetto di maturazione dei linfociti T e con un’alterata
funzionalita dei linfociti T e B." Nel sangue periferico di diversi
pazienti affetti da SCID é stata osservata la contaminazione di
linfociti T materni derivante dal passaggio transplacentare di
sangue materno sia nell’ultimo periodo prenatale che durante il
parto. E’ stata inoltre evidenziata un’incapacita da parte dei sog-
getti affetti da SCID di riconoscere e di rigettare tali cellule di ori-
gine materna. Pertanto i linfociti materni possono sopravvivere
a lungo nel sistema circolatorio dei bambini affetti da SCID e
possono causare una severa e spesso fatale graft-vs-host disea-
se (GVHD).” Per tali pazienti l'unica forma di trattamento attual-
mente efficace e rappresentata dal trapianto di cellule stamina-
li emopoietiche. La presenza dei linfociti T materni puo essere
identificata attraverso 'analisi del cariotipo dei cromosomi ses-
suali in pazienti di sesso maschile’ oppure attraverso la tipizza-
zione molecolare HLA a bassa o alta risoluzione degli alleli di
classe I e II* Scopo del nostro lavoro é stato quello di identifi-
care gli alleli HLA dei bambini malati di SCID che, a causa del-
la grave leucopenia presentata e della possibile presenza di chi-
merismo materno, risultano di difficile identificazione.

Tabella 1. Tipizzazione PCR-SSP HLA di classe I.
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Materiali e metodi. Sono giunti alla nostra osservazione, per la
ricerca di un donatore familiare di cellule staminali emopoietiche,
tre pazienti pediatrici di etd compresa tra 4 mesi e un anno
(pazienti CEM. RP. M.G.) che presentavano un quadro di
immunita cellulare e umorale e una sintomatologia tali da por-
tare ad una diagnosi di SCID iper B. Le prime indagini genetiche
eseguite hanno evidenziato mutazioni di tipo common y chain e
jack 3 confermando per tutti e tre i pazienti la diagnosi di SCID
anche se con manifestazioni di esordio diverse. Nei pazienti
C.EM. e RP. erano presenti anche evidenti segni di GVHD. Sui
campioni di sangue periferico dei tre pazienti e dei loro familia-
1i & stata eseguita la tipizzazione HLA di classe I e II. Per i pazien-
ti, data la grave leucopenia presentata, & stata eseguita su sangue
periferico la tipizzazione molecolare con metodiche di PCR-SSP
sia per la classe I che per la classe II. Per i familiari & stata esegui-
ta la tipizzazione sierologica di classe [ utilizzando metodiche di
linfocitotossicita complemento mediata e di classe II con meto-
diche genomiche di PCR-SSP. Per i pazienti C.EM. e R.P. che pre-
sentavano GVHD é stato necessario eseguire I'estrazione del
DNA da cellule somatiche. Nel paziente C.EM. & stata eseguita
'estrazione del DNA dal bulbo capillifero. La ripetizione della
tipizzazione HLA & avvenuta mediante metodiche di sequen-
ziamento diretto (SBT) a causa della scarsita di DNA ottenuto.
Nel paziente R.P. la tipizzazione & stata ripetuta su DNA estrat-
to da un frammento di cute con metodiche di PCR-SSP.

Risultati. Nei pazienti C.EM e R.P che manifestavano segni di
GVHD la tipizzazione HLA eseguita sui campioni di DNA
estratto da sangue periferico dei pazienti e dei loro familiari ha
permesso di individuare contaminazione di linfociti materni.
Lanalisi degli alleli HLA di classe I di tali pazienti ha permesso
di evidenziare la presenza di tre alleli diversi periloci A, B e C,
come riportato nella Tabella 1.

La conferma dei risultati & stata ottenuta mediante ripetizio-
ne delle tipizzazioni su nuovi campioni. L'analisi familiare ha
consentito di stabilire che nei bambini C.EM. e RP. erano pre-
senti entrambi gli alleli di origine materna. Sui campioni di san-
gue dei pazienti € stata, inoltre, eseguita 'analisi dei cromoso-
mi sessuali con metodica FISH la quale ha ulteriormente confer-
mato la presenza di una popolazione a mosaico con una percen-
tuale di cellule XX di origine materna del 41% (C.EM.) e del
16% (R.P). Per definire la tipizzazione HLA dei pazienti & sta-
to necessario estrarre il DNA da cellule somatiche e ripetere la
tipizzazione che ha portato ai risultati indicati nella Tabella
2.Nel caso del paziente C.EM. 'esigua quantita di DNA ottenu-
ta inizialmente non ha consentito di tipizzare neanche con
metodiche di SBT il locus C. In alternativa & stato tipizzato il
DNA estratto da cellule provenienti da spazzolatura delle gen-
give che per la presenza nella saliva di un’alta percentuale di
cellule del sangue ha evidenziato il chimerismo materno. Al

Pazienti Tipo di prelievo Locus A* Locus B* Locus Cw*
Paziente 1 Sangue periferico 24,2532 18, 35, 51 04,12,16
Paziente 2 Sangue periferico 01, 29, 32 08, 44, 50 06, 07,16

Tabella 2. Tipizzazione HLA.
Pazienti Tipo di prelievo Tecnica Locus A* Locus B* Locus Cw* Locus DRB1 Locus Locus
di tipizzazione DRB3/4/5 DQBT1
Paziente Bulbo SBT 240201, 1801, 110401,
C.F.M. capillifero 3202 3502 140401
Paziente Frammento  PCR-SSP low/ 29,32 44,50 06, 16 0701 B4*010101 0202
R.P. di cute high resolution
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contrario nel paziente R.P. il DNA ottenuto dal frammento di
cute privo di inquinamento da cellule T materne, ha permesso
di ottenere la tipizzazione HLA del bambino. La tipizzazione
genomica eseguita su sangue periferico della paziente M.G. che
non mostrava né chimerismo materno e né segni di GVHD ha
permesso l'identificazione degli alleli HLA.

Conclusioni. Il nostro studio ha evidenziato che la tipizzazio-
ne molecolare HLA eseguita su DNA estratto da sangue perife-
rico di pazienti affetti da SCID non sempre consente di defini-
re 'assetto HLA del paziente a causa della persistenza di cellu-
le T materne nel sangue periferico del bamino che spesso si
associa a GVHD. La tipizzazione HLA eseguita su DNA soma-
tico rappresenta invece lo strumento idoneo per definire 'HLA
di bambini affetti da SCID. I bulbi capilliferi rappresentano una
delle migliori fonti non invasive per ottenere DNA somatico, ma
la resa non risulta essere sempre ottimale e spesso non si han-
no a disposizione tali bulbi a causa della chemioterapia pratica-
ta a scopo terapeutico. U'alternativa rappresentata dal brushing
gengivale non porta a risultati attendibili a causa della presenza
nella saliva di cellule ematiche. Risulta ottimale la tipizzazione
genomica eseguita su un frammento di cute privo di cellule ema-
tiche, come nel caso del nostro paziente R.P. sebbene sia da sot-
tolineare che il prelievo della cute € un metodo pit invasivo. L'a-
nalisi della tipizzazione HLA cosl ottenuta ci ha permesso di
individuare il miglior donatore familiare e di avviare il pazien-
te al trapianto di cellule staminali emopoietiche.
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M.L. di anni 44, con tipizzazione HLA- A24,-/B51,-/DR11;
nel gennaio 1996 viene sottoposta a trapiantato di rene da un
donatore cadavere con tipizzazione HLA
A2,29/B51,44/DR11,- presso un centro europeo. Dopo circa
un un mese, rientra in dialisi e contrae una infezione da HCV.
Malgrado le condizioni cliniche la paziente affronta con suc-
cesso, nel 2002, una gravidanza. La determinazione degli anti-
corpi anti-HLA, eseguita periodicamente in citofluorimetria a
flusso mediante FlowPRA Screening Test dal periodo successivo
al parto fino a circa tre anni dopo, ha rivelato bassi livelli anti-
corpali, con una percentuale di PRA oscillante tra 10%-20%,
con specificita anti-A2, -A29 e -B45 (Class I Single Antigen Anti-
body Detection). Nel 2004, inizia la terapia con interferon-a
(IFN-a) per il trattamento dell’infezione da HCV ; trascorsi 8-
10 mesi dall’inizio della somministrazione di (IFN-), i test
citofluorimetrici per la ricerca degli anticorpi anti-HLA classe
I e Il mettono in evidenza un marcato incremento del PRA
(67-75%) accompagnato da presenza di anticorpi anti-HLA-
A2, -A29, -B44, nonché da comparsa delle specificita anti-Bw6
ed anti-DR53. Lo sviluppo di anti-Bw6 puo ricondursi ad una
sensibilizzazione nei confronti degli antigeni HLA del coniu-
ge della paziente (A1,24; B18,39; DR11,15) non evidenziabili
precedentemente, mentre la produzione di anti-DR53 & stata
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causata probabilmente da trasfusioni che la paziente ha rice-
vuto in passato. L'interruzione della somministrazione di IFN-
o ha comportato una significativa riduzione del PRA (47 %),
come evidenziato in un siero successivo giunto alla nostra
osservazione alcuni mesi dopo la fine del trattamento. Il caso
proposto rivaluta l'ipotesi di una importante azione stimolan-
te la risposta immunitaria cellulo-mediata da parte di IFN-a, in
accordo con taluni dati di letteratura che documentano un
incremento nel rischio di rigetto acuto di rene dopo terapia
conil farmaco. I meccanismi patogenetici alla base della stimo-
lazione della produzione di alloanticorpi indotta da IEN-a non
sono ancora ben comprese, ma potrebbero ricondursi a upre-
gulation di specifiche citochine come I'IL-15 in grado di indur-
re attivazione ed espansione clonale di cellule T della memo-
ria in soggetti responders alla terapia antivirale, e una stimola-
zione della risposta TH1 IL-2-mediata.

RISPOSTA ANTICORPALE EPITOPO-SPECIFICA DOPO TRAPIANTO RENALE

C. Cervelli, M.A Fioroni, G. Fontecchio, R. Azzarone,
C. Battistoni, E Pisani, D. Maccarone,' E Papola

Centro Regionale di Immunoematologia e Tipizzazione Tissuta-
le ASL n°4 L'Aquila, 'Centro Regionale Trapianti Regione Abruz-
zo, Regione Molise; *Unita Operativa Trapianti ASL n°4, Uni-
versita degli Studi L’Aquila

Nel laboratorio del Centro di Immunologia e Tipizzazione
Tissutale di I'Aquila (Italia) viene routinariamente eseguita la
ricerca di anticorpi anti-HLA pre- e post-trapianto mediante
citofluorimetria a flusso utilizzando il test FlowPRA. Nel cor-
so dello studio delle specificita mediante Single Antigen HLA
Class Il Antibody Detection, € stata recentemente evidenziata la
presenza di anticorpi specifici anti-DRB1*1101 in due pazien-
ti, di sesso maschile, sottoposti a trapianto di rene, con feno-
tipo DR11 : il paziente 1 mostrava il fenotipo HLA DR4-DR11,
trapiantato con un rene DR2 — DR4, il paziente 2 mostrava il
fenotipo HLA DR17 — DR11 trapiantato con un rene DR17 —
DR13. Ad una successiva analisi PCR-SSP DRB1*11 ad alta
risoluzione, entrambi i riceventi risultavano possedere 'allele
DRB1*1104, mentre le biglie utilizzate per la determinazione
anticorpale erano rivestite dalla variante allelica DRB1*1101.
Tale riscontro impone talune considerazioni. In prima istanza,
entrambi i pazienti mostravano una sensibilizzazione allele
specifica ; essendo noto che l'unica differenza tra i due subti-
pi DRB1*11 risiede nel dimorfismo Gly86(*1101)/Val86(*1104)
, localizzato in corrispondenza del sito di legame per I"antige-
ne e pertanto essenziale nella selezione e presentazione del
peptide, si evidenzia come una singola sostituzione aminoa-
cidica, soprattutto in una posizione critica, sia sufficiente a sti-
molare la risposta immunitaria epitopo-specifica. In secondo
luogo, il test citofluorimetrico impiegato, pur essendo dotato
di elevata specificita e sensibilita, consentendo di identificare,
infatti, anticorpi epitopo-specifici, mostra tuttavia dei limiti
dipendenti dalla completezza del pannello di antigeni utilizza-
to , poiché atto a definire, in tal caso, IgG anti-HLA dirette
contro l'allele DRB1*1101 ma non contro altri alleli del
DRB1*11. Tale situazione si riproporre anche per altri alleli

HLA di classe T e II.
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POSSIBILE COINVOLGIMENTO DEI GENI AGER ED HFE NELLA
PREDISPOSIZIONE ALLA MALATTIA DI ALZHEIMER
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Peri geni presenti nella regione HLA & stato ipotizzato da tem-
po un ruolo nella predisposizione alla malattia di Alzheimer, a
causa del coinvolgimento di fattori immunitari e infiammatori
nella patogenesi di questa condizione. La possibile correlazione
fra la presenza dell’allele HLA-A2 e la suscettibilita all’Alzheimer
¢ stata analizzata in numerosi studi, ma con risultati contrastan-
ti.' E possibile che I'allele A2 non sia implicato direttamente nel-
la suscettibilita, ma che sia in linkage disequilibrium con altri
geni presenti nella regione HLA. Tra questi, due candidati sono
HEFE ed AGER. Mutazioni di HFE sono responsabili della forma
classica di emocromatosi ereditaria, condizione determinata da
sovraccarico di ferro. In pazienti con Alzheimer ¢ stato riscon-
trato spesso un incremento di ferro, soprattutto a livello dell’ip-
pocampo e corteccia parietale. Lavori che hanno analizzato le
alterazioni pitt comuni di HFE nell’ Alzheimer hanno mostrato
risultati discordanti; in alcuni studi, la presenza dell’allele H63D
correlava pit che con l'insorgenza della malattia con un’eta di
esordio pitt precoce.”® Il gene AGER é stato identificato come
recettore per i prodotti finali della glicazione avanzata (AGE). Gli AGE
sono addotti non enzimatici di proteine, lipidi ed acidi nucleici
e sono presenti nelle placche senili e nei grovigli neurofibrillari dei
pazienti con Alzheimer. AGER puo legare gli AGE ma anche la
B-amiloide, determinando un feedback positivo che genera 'at-
tivazione della microglia, che a sua volta innesca processi infiam-
matori che aumentano l'espressione di AGER; sembra quindi
che AGER metta in relazione la -amiloide con i processi infiam-
matori che partecipano alla progressione dell’Alzheimer.* Sono
stati descritti alcuni polimorfismi nella regione 5’ di AGER che
hanno un effetto sull'aumento di trascrizione del gene.’ In base
agli aplotipi determinati da questi polimorfismi, & possibile dis-
criminare delle ipotetiche classi di trascrizione del gene (bassa,
media e alta). Materiali e Metodi. Le mutazioni C282Y ed H63D
del gene HFE sono state analizzate mediante PCR e taglio enzi-
matico (con Afal e Mbol rispettivamente) in 53 individui affetti
da malattia di Alzheimer e in 44 individui normali, confrontabi-
li per eta e sesso. Negli stessi individui affetti, ed in un gruppo di
68 individui di controllo, & stata analizzata mediante sequenzia-
mento diretto la regione 5’ del gene AGER. In questa regione
sono presenti i 3 polimorfismi (2 SNP e una delezione di 63 paia
di basi) associati alla trascrizione del gene. I pazienti selezionati
nel nostro studio non hanno familiarita per malattia di Alzheimer
ma sono stati scelti in base all’eta di esordio precoce (<66 anni).
Risultati e Conclusioni. La distribuzione delle frequenza sia aplo-
tipiche che genotipiche dei polimorfismi analizzati nel promo-
tore del gene AGER non hanno mostrato differenze statistica-
mente significative fra i malati ed il gruppo di controllo; anche
la stratificazione dei dati in relazione alla presunta classe di
espressione genica non & risultata significativa. La mutazione
C282Y non ¢ presente nella nostra casistica. La frequenza della
variante H63D non mostra differenze statisticamente significa-
tive tra casi e controlli. I casi e i controlli erano stati in preceden-
za tipizzati per APOE e, come gia ampiamente dimostrato in
letteratura, 'allele €4 & sovrarappresentato nei pazienti (47.2%
contro il 10.3% nei controlli). I dati sono stati stratificati per sag-
giare le possibili interazioni tra l'allele €4 di APOE e i due geni
analizzati. Il risultato pili interessante & che il caratteristico ecces-
so dell’allele ¢4 appare limitato ai pazienti H63 wild type, men-
tre la significativita statistica si perde in presenza dell’allele 63D,
suggerendo che in questi soggetti possano determinarsi le con-
dizioni di insorgenza della malattia anche in assenza di €4 (vedi
Tabella 1 e 2).

haematologica reports 2006; 2(issue 9):September 2006

Xl Congresso Nazionale AIBT

Tabella 1. Prevalenza dell’allele €4 del gene APOE nei
34 pazienti AD e nei 26 controlli in cui non é presente
la variante 63D del gene HFE.

HFE 63D assente
Pazienti Controlli
n. % n. %
€4 presente 18 52,9 4 15,4
€4 assente 16 471 22 84,6

X 8,95; p 0,0028 (p: 0,0168).

Tabella 2. Prevalenza dell’allele €4 del gene APOE nei
17 pazienti AD e negli 11 controlli in cui & presente la
variante 63D del gene HFE.

HFE 63D assente
Pazienti Controlli
n. % n. %
€4 presente 5 29,4 2 18,2
€4 assente 12 70,6 9 81,8

Test esatto di Fisher a due code, p 0,6683 ns.

Anche nei soggetti con varianti genotipiche AGER associate
ad alta espressione sembra perdersil'associazione con 'allele ¢4
(Vedi Tabella 3 e 4).

Tabella 3. Prevalenza dell’allele €4 del gene APOE nei
38 pazienti AD e nei 45 controlli in cui sono presenti i
genotipi AGER associati ad espressione genica media
o bassa.

AGER 1/1,1/2,1/3, 1/4

Pazienti Controlli
n. % n. %
€4 presente 16 421 4 8,9
€4 assente 22 57,9 41 91,1

X2 12,43; p 0,0004 (p. 0,0024).

Tabella 4. Prevalenza dell’allele €4 del gene APOE nei 12
pazienti AD e nei 13 controlli in cui sono presenti i geno-
tipi AGER associati ad espressione genica elevata.

HFE 63D assente
Pazienti Controlli
n. % n. %
€4 presente 7 58,3 2 15,4
€4 assente 5 41,7 11 84,6

Test esatto di Fisher a due code, p 0,04 (p 0,24ns).

In conclusione, anche se molto preliminari, i nostri dati sem-
brano indicare che in assenza del piti importante fattore gene-
tico di suscettibilita per la malattia di Alzheimer (Uallele €4 di
APOE) varianti genetiche di HFE ed AGER rappresentino deter-
minanti importanti nello sviluppo della patologia.
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La malattia celiaca € una sindrome da malassorbimento cau-
sata da una intolleranza nella dieta al glutine. La malattia si
manifesta con gli aspetti di un processo infiammatorio cronico
della mucosa dell'intestino tenue, pitt marcato a livello prossi-
male. Questa condizione si risolve in un progressivo appiatti-
mento dei villi intestinali che pud arrivare fino alla completa
scomparsa, evento questo che corrisponde, sotto I'aspetto fun-
zionale, ad una progressiva ed ingravescente situazione di
malassorbimento. Il glutine & un complesso proteico presente
nel frumento, nella segale, nell’orzo ed anche in alcune specie
diavena. In realta I'intolleranza non & tanto nei confronti del glu-
tine come tale, ma, piuttosto, di una sua frazione, la gliadina,
proteina basica solubile in alcool, dalla quale dopo digestione
con pepsina e tripsina, si forma una frazione moto tossica, chia-
mata frazione III di Fraser. Sotto 'aspetto patogenetico & una
complessa malattia multifattoriale dove la nota tossicita della
gliadina si manifesta soltanto se un terreno genetico predispo-
nente ed eventi immunologici concorrenti cooperano insieme a
determinare la complessa sequenza di accadimenti fisiopatolo-
gici che traducono la comparsa di manifestazioni cliniche con-
seguenti della malattia. U'occorenza nella popolazione della
intolleranza al glutine & descritta solitamente con una tipica con-
figurazione ad iceberg, dove la popolazione sana occupa la par-
te piti larga e sommersa della piramide e i soggetti con malattia
clinicamente manifesta la punta emergente.. La porzione inter-
media dell’iceberg, parte sommersa e parte emergente, & occu-
pata da soggetti con malattia celiaca silente o latente. Si ammet-
te che nel mondo occidentale soltanto 1 su 5/10 celiaci giunga
attualmente alla diagnosi. Il rapporto & notevolmente piu alto
nei paesi africani. Lipotesi di un terreno genetico & oggi avalla-
ta da una enorme mole di dati attestanti la ricorrenza familiare
della malattia e da studi che attestano la pressoché costante
associazione con antigeni codificati dal sistema HLA di classe II,
nel locus DQB1, identificati come DQ2 (90% del celiaci) e DQ8
(rimanente 10%). Gli assetti molecolari sono altrettanto costan-
ti:  etreodimeri DQB1*0201/DQA1*0501, DQB1*0202/
DQA1*0201, DQB1*0302/DQA1*0301. o anche DQB1*0301/
DQA1*0505. La ricorrenza dell’associazione con gli antigeni
HLA DQ2/DQ8 ¢ tale da far ritenere che l'espressione di que-
sti antigeni nei cluster linfocitari T giochi un ruolo patogeneti-
co diretto nel determinismo della malattia. I'allontanamento
del glutine dalla dieta determina non solo un miglioramento del
quadro bioptico e clinico, ma tende anche a prevenire le com-
plicanze che devono essere sempre sospettate se il paziente non
raggiunge il benessere nonostante la dieta.
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Metodi. In accordo alla maggior parte dei protocolli diagnosti-
ci oggi in uso per lo studio della malattia celiaca, anche nella
Divisione di Pediatria dell’Azienda Ospedaliera di Gallarate si
adotta uno schema che prevede 'inserimento dei pazienti in un
doppio braccio di screening:

1. Soggetti con elevata evidenza di sintomatologia clinica

- La biopsia del tratto prossimale dell’intestino tenue viene
associata in prima istanza agli esami sierologici: anticorpi anti-
endomisio (EMA IgA), anti-transglutaminasi (tTG IgA) e anti-
gliadina (AGA IgG + IgA).

- Se la sierologia & positiva e il danno istologico & evidente si
pone diagnosi definitiva di celiachia e viene tralasciata la ricer-
ca dei markes genetici.

- Se il danno istologico non e diagnostico viene eseguita la
tipizzazione HLA:

- Se la tipizzazione HLA per HLADQ2 e/o DQ8 ¢ positiva si
fa diagnosi di celiachia latente. Il paziente non viene messo a
dieta priva di glutine ed & inserito in un follow-up clinico, sie-
rologico ed endoscopico.

2. Soggetti con sospetto clinico e/o presenza di marcatori sie-
rologici aspecifici (AGA) confermati nel tempo e familiari asin-
tomatici o paucisintomatici di pazienti gia diagnosticati come
celiaci

- Se tutti i test sierologici risultano negativi e/o aspecifici
(AGA) la diagnosi di celiachia viene sospesa e il paziente entra
in un follow-up clinico

- Se tutti o alcuni test sierologici risultano positivi si prosegue
con la ricerca dei markers genetici:

- Se la tipizzazione HLA per HLADQ2 e/o DQ8 & positiva,
alla comparsa di positivita per i marcatori sierologici EMA e
tTG, si effettuera 'esame istologico del tratto prossimale dell'in-
testino per conferma del sospetto diagnostico.

- Se la tipizzazione HLA per HLADQ2 e/o DQ8 & negativa
viene effettuato un follow-up clinico.

Per la tipizzazione HLA si & adottata la metodica sierologica
classica (citotossicita complemento-dipendente) sia in funzione
del carattere di screening diagnostico, sia per il consolidato uso
nel nostro laboratorio; la tipizzazione in biologia molecolare,
attualmente implementata, verra gradualmente estesa a tutti i
pazienti.

Risultati. Dalla meta del 2003 all’aprile del 2006 sono stati esa-
minati per la tipizzazione HLA di classe II 178 campioni di san-
gue afferenti dalla Divisione di Pediatria, tutti provenienti da
soggetti con scarsa evidenza di sintomatologia clinica o con stim-
mate di familiarita per celiachia. Di questi, 122 (68%) sono risul-
tati portatori di almeno uno degli antigeni HLA di classe II DQ2
0 DQ8 e 56 negativi i marker genetici di celiachia. In 24 pazien-
ti (19% dei soggetti esaminati), dei 122 positivi, & stata posta la
diagnosi definitiva di celiachia, confermata dalla presenza dei
markers sierologici e dalla positivita della biopsia intestinale; i
rimanenti 98 sono seguiti nel tempo, in assenza di terapia diete-
tica senza glutine, in un follow-up clinico e sierologico. I 24 sog-
getti risultati positivi sono o parenti di celiaci o soggetti gia dia-
gnosticati con celiachia latente. I 98 in corso di follow-up sono
familiari di celiaci con sintomatologia incompleta o pazienti con
markers aspecifici (AGA IgG+IgA positivi). Per 2 dei 56 sogget-
ti con assenza di stimmate genetiche di celiachia, familiari di
celiaci o soggetti paucisintomatici, & stata posta la diagnosi defi-
nitiva di celiachia, confermata dalla presenza dei markers siero-
logici e, soprattutto, dall’evidenza del danno istologico. Iasso-
ciazione malattia celiaca e HLA DQ2 o DQ8 nella nostra stati-
stica non risulta quindi del 100%. Ualtissima percentuale di sog-
getti con fenotipo HLA DQ2/DQ8 nella casistica in discussione,
ben superiore a quella registrata in una popolazione del territo-
rio gallaratese selezionata casualmente (16%,), & connessa con
ogni evidenza alla elevata presenza consanguinei di celiaci nella
popolazione pediatrica studiata per lo screening.

Discussione. Colpisce in questa indagine retrospettiva 'eleva-
ta frequenza di aplotipi predisponesti per celiachia nella popo-
lazione di controllo (soggetti paucisintomatici con diagnosi non
confermata o familiari di pazienti gia diagnosticati come celia-

haematologica reports 2006; 2(issue 9):September 2006



ci); questo dato risulta viziato verosimilmente dall’alta inciden-
za in questo gruppo di consanguinei di soggetti con diagnosi
definita o con celiachia latente. Il valore predittivo della ricerca
degli aplotipi HLA-DQ2 e/o DQ8 apre una questione di note-
vole rilevanza circa l'epoca di comparsa dei segni clinici ed isto-
logici di malattia, che la maggior parte delle osservazioni pil
recenti tendono a spostare sempre pili nella terza o quarta deca-
de della vita. Si pone pertanto I'obbligo per questi soggetti di una
osservazione clinica costante durante gli anni o i decenni succes-
sivi. Per quanto da diversi autori si enfatizza la circostanza che
la tipizzazione genetica HLA possa rappresentare il test di scree-
ning di primo livello per i soggetti a rischio, al fine di operare una
valutazione preliminare tra quelli che necessitano della valuta-
zione sierologia e/o dell'indagine bioptica, I'indagine retrospet-
tiva effettuata nel Nostro Centro conferma la sostanziale vali-
dita dell'iter diagnostico attuato che privilegia ancora la biopsia
del tratto prossimale dell'intestino e i markers sierologici di celia-
chia, ma che trova un valido supporto nella tipizzazione HLA
di classe II. Questa risulta soprattutto utile in tutti quei sogget-
ti nei quali la diagnosi rimane incerta, per la presenza di marca-
tori sierologici negativi o non completamente definiti e/o per
quadri istologici della mucosa intestinale border-line (minima
infiltrazione linfocitaria della sottomucosa intestinale, con
assenza di quadri di atrofia della mucosa); per questi appare
ragionevole la necessita di rinviare la diagnosi definitiva nel tem-
po. Rimane indubbio che l'inclusione della indagine genetica
nell’iter diagnostico di celiachia riduce il numero dei soggetti
da sottoporre a biopsia intestinale, consentendo una riduzione
dei costi in termini economici, oltre, naturalmente. a diminuire
il disagio per il paziente in accertamento.

LANALISI DEGLI ALLELI HLA PAZIENTE-SPECIFICI E' UN INDICATORE
SENSIBILE DI RECIDIVA DOPO TRAPIANTO DI CELLULE STAMINALI EMATOPOI-
ETICHE T-DEPLETO PER MALATTIE EMATOLOGICHE AD ALTO RISCHIO

B. Mazzi,! T.D. Clerici,” A. Galli,' M. Zanussi,” E Ciceri,’
K. Fleischhauer!

"Unita di Immunologia Molecolare dei Trapianti, *Ematologia e
Unita di Trapianto di Midollo Osseo, *Laboratorio di Biologia
Molecolare Clinica, Istituto Scientifico San Raffaele, Milano

Introduzione. Lo studio del chimerismo ematopoietico, dopo
trapianto allogenico di cellule staminali ematopoietiche (Hema-
topietic Stem Cell Transplantation- HSCT) T-depleto in pazien-
ti affetti da malattie ematologiche ad alto rischio, & un utile indi-
catore di malattia residua minima in grado di individuare pre-
cocemente una recidiva di malattia."” Questo consente di attua-
re tempestivamente strategie immunologiche volte ad impedi-
re la franca recidiva di malattia.”* Ad oggi il metodo standard per
lo studio del chimerismo ematopoietico & 'analisi mediante
PCR degli short tandem repeats (STR), la cui sensibilita si atte-
sta sul 5%.” Allo scopo di incrementare la sensibilita nello stu-
dio del chimerismo ematopoietico abbiamo ricercato un marca-
tore alternativo.

Materiali e metodi. Nell'ambito del’HSCT allogenico abbiamo
sviluppato un metodo semiquantitativo basato sullo studio
genomico delle molecole HLA presenti all'interno della coppia
donatore-ricevente (marcatori informativi HLA paziente-speci-
fici e donatore-specifici) mediante PCR-SSO (Reverse Sequen-
ce-Specific Oligonucleotides - Dynal ReliSSO™) per i loci HLA-
A, B, C, DRB, DQB1, e PCR-SSP (Sequence-Specific-Primers -
Olerup SSP™) per il locus HLA-DPB1. Tale metodica HLA & sta-
ta quindi applicata sistematicamente, in parallelo all’analisi STR,
ad una casistica consecutiva di 47 trapianti da donatore alterna-
tivo (25 aplo, 18 MUD, 3 familiari-mismatch, 1 da sangue cor-
donale) per I'analisi del chimerismo ematopoietico su campio-
ni di sangue midollare.

Risultati. Allo scopo di testare la sensibilita dei metodi HLA
(SSO/SSP) e di determinare dei range semiquantitativi per I’ana-
lisi del chimerismo, abbiamo sviluppato una curva standard per
ciascuno dei metodi HLA. Tali curve sono state validate per con-
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HOST T0% HOST 1%
Blue arows: host signal; Red amows: donor signal

T

PCR-S5P HLA-DFB1

-

S80 SENSITIVITY: 1% SSP SENSITIVITY: 5%

STR SENSITIVITY: 3%

Results 1. Standard curve HLA method (SSO, SSP)
Semiquantitative Assay.

Concordance HLA-STR: high degree
- 80.3% SSO-8TR
- 76% SSP-STR

Discordance HLA-STR:

* HLA positive (<100% donor) with STR negative (100% donor):
- §50: 15.3% of the total events
- §5P: 16% of the total events

Of these: events predicti
chimerism are:

-SS0: 286%

-SSP 12.5%
HLA negative (100% donor) with STR positive (<100% donor):
- 3%: none predictives for dinical events

or stable mixed

for relapse, reject!

Sensitivity for prediction of relapse, rejection or stable mixed
chimerism is higher for HLA (in particular SS0) than STR

Results 2. Concordance/Discordance HLA-STR. Follow-
up of patients after allogeneic HSCT (n-235 samples).

SENSITIVITY
FPOSITIVE PREDICTIVE VALUE

TP I{TP+FN) | 50% Bd% | 50%
TP I{TP+FP) | 35% 56% | 16%

* Relapse prediction on 12 total relapses
- 75% predicted by SSO
- 75% predicted by SSP
- 50% predicted by STR

+ Median time of relapse prediction:
56 days for SSO, 51 days for SSP, 42 days for STR

Results 3. HC and relapse prediction.

fronto con la metodica standard quantitativa STR ed hanno con-
sentito di stabilire dei range discreti per 'interpretazione dello
stato di chimerismo. Il confronto con metodica STR ha dimo-
strato una maggiore sensibilita delle metodiche HLA: sensibili-
ta SSO 1%, SSP 5%. Nell’analisi del chimerismo ematopoieti-
co nel follow-up post HSCT, il numero totale dei campioni di
sangue midollare analizzati con le tre metodiche & stato di 235;
il follow-up mediano dell’analisi del chimerismo & stato di 179
giorni. La concordanza con il metodo STR era paragonabile per
I’'SSO (80.3%) e per I'SSP (76%). Le discordanze erano principal-
mente dovute a risultati negativi (assenza di segnale del pazien-
te) in STR in presenza di risultati positivi (presenza di segnale
del paziente) in SSO (15.3%) o in SSP (16%). Di questi eventi,
i128.6% e il 12.5% rispettivamente per SSO e SSP erano predit-
tivi per recidiva di malattia. Il valore predittivo positivo di reci-
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No. patients: 44

Age, y (range): 48 (17-67)

No. transplantations: 47

Diagnosis -no(%):

AML 17 (38.7), ALL 3 (6.8), biph.acute leukemia 1 (2.3),
CML2 (4.5), CLL 2 (4.5), MDS 3 (6.8), NHL 7 (15.9), HD 1
(2.3), MM 2 (4.5), SAA 1 (2.3), granulocytic sarcoma 1 (2.3),

renal cell cancer 3 (6.8), prostate cancer 1 (2.3)

Disease status at transplantation -no.(%):
complete remission 20 (42.6); refractory/
persistent disease 27 (57.4)

Stem cell donor -no.(%):
haploidentical 25 (53.2); matched unrelated donor (MUD)
18 (38.3); family-mismatched 3 (6.4); cord blood 1 (2.1)

Conditioning regimen -no.(%):
myeloablative 24 (51.1); non myeloablative 23 (48.9)

Stem cell source -no.(%):
peripheral blood 40 (85.1); bone marrow 6 (12.8);
cord blood 1 (2.1)

CD34+ infused: >5x10°/kg; haploidentical: 11x10°/kg

GvHD prophylaxis: ATG+CSA+MTX; haploidentical
ATG+CD34+ selection
Sex-mismatch -no.(%): 20 (42.5)
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diva di malattia era significativamente pit alto per 'SSO (56 %)
rispetto all'SSP (16%) e all’STR (39 %). La metodica SSO ha inol-
tre dimostrato una maggiore sensibilita (64 %) nell'individuare
la recidiva di malattia rispetto all'STR (50%) e all’SSP (50%).

Conclusioni. Lo studio del chimerismo ematopoietico basato
sugli alleli HLA paziente-specifici e donatore-specifici & un
metodo sensibile e facilmente applicabile. In particolare 'anali-
si degli alleli HLA paziente—specifici con metodica SSO ha una
maggiore sensibilita e una maggiore specificita rispetto alla
metodica SSP e, elemento rilevante, rispetto alla metodica STR
per la predizione precoce di recidiva di malattia dopo HSCT T-
depleto HLA-mismatch in malattie ematologiche ad alto rischio.
Lo studio del chimerismo ematopoietico mediante metodica
SSO rappresenta dunque uno strumento utile per I'attuazione
precoce di una strategia di immunoterapia in uno stato di malat-
tia residua minima, allo scopo di massimizzare 'efficacia nella
prevenzione della recidiva di malattia.
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