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La tecnologia Luminex  ha modificato 
la vita degli anticorpi, dei trapianti

……….e la nostra.



L’evoluzione delle tecniche

Dal 1964 nuove tecniche emergenti vengono utilizzate nel laboratorio in 
combinazione determinando discrepanze di risultato a causa della loro 
differenza in sensibilità e specificità che stanno aumentando continuamente.

Specificità

Sensibilità

1964 2008

CDC positiva

N.

CDC negativa

N.

Totale

Luminex positivo 112 21 133

Luminex negativo 2 176 178

Totale 114 197 311

EFI, Tolosa 2008



Studio anti-HLA con Luminex

• Ricerca anticorpi anti-HLA:
• Negativo

• Positivo

• Identificazione specificità :
• Specificità dell’anticorpo o degli anticorpi

• Classe I e/o Classe II

• Biologia dell’ anticorpo: 
• distinzione tra anticorpi fissanti e non fissanti il 

complemento



Differenti sensibilità

Alta Sensibilità

Bassa Sensibilità

Screening

Identificazione/PRA

Singoli Antigeni

Donatori maschi
Gruppo AB

No trasfusioni
No trapianti

ma…….ANTICORPI?

QUALE È IL CUT-OFF PER 
DEFINIRE UN ANTICORPO  

POSITIVO 
O

CON SIGNIFICATO CLINICO

1

2



MFI: Mean Fluorescence Intensity

MFI biglia – MFI medio background biglie

MFI controllo positivo - MFI medio background biglie

X 100MFI =

< 500 neg
> 500 pos

> 1000  

> 3000

> 5000



Rischio immunologico

Rigetto iper-acuto/ 
accellerato

Rischio aumentato
Rigetto acuto umorale

Basso rischio

CDC+  

Luminex
DSA Classe I 

Luminex
DSA Classe II

MFI ?

CDC –

Luminex
DSA Classe I 

Luminex
DSA Classe II

MFI ?



La ricerca degli anticorpi anti-HLA: 
le tecniche che utilizzano antigeni HLA  

Anticorpi anti-HLA fissanti il complemento Anticorpi anti-HLA fissanti e NON fissanti il complemento



306 Sieri maschi non alloimmunizzati, messicani
95 Sieri maschi non alloimmunizzati, giapponesi
18 Sieri sangue cordonale, italiani

Ab verso antigeni HLA denaturati: 
normale sopravvivenza graft

Ab verso antigeni HLA intatti: 
ridotta sopravvivenza graft

Cai, Terasaky et al. Transplantation 2009



Anti-HLA immuni: la gravidanza

• 24 out of 61 were Positive   (39.3%)
30% 1 prengnancy

70% 2 or more pregnancies

• 37 out of 61 were Negative (60.7%)

Antibody Specificity:

• 8   Anti-HLA Class I  

• 4   Anti-HLA Class II 

• 12  Anti-HLA Class I and II 

SIMTI, Milano 2011



Anti-HLA immuni: la gravidanza

Strength of the antibody

Antibody 
anti-HLA

> 500 

< 1000

>1000

<5000

> 5000

Class I
n. 8

4 2 2

Class II
n. 4

2 2 0

Class I

Class II
n. 12

2

0

5

5

5

7

SIMTI, Milano 2011





Ricevente

Midollo 

Osseo

rigetto

GVHD

GVL

Il trapianto di midollo osseo: 
doppia barriera immunologica

Anti-HLA



Anti-HLA dopo stimolazione con G-CSF

Don neg Ab/Rec neg Ab PBHSCT BMT P

Anti-HLA Class I IgG 7/20 (35%) 0/20 .008

Anti-HLA Class II IgG 1/19 (5%) 0/22 .46

Anti-HLA by flow cytometry: +30 after PBHSCT or BMT

Don neg Ab/Rec neg Ab PBHSCT BMT P

Anti-HLA  IgG 4/23 (17%) 0/27 .001

Anti-HLA IgM 8/24 (33%) 0/26 .001

Anti-HLA by CDC: +30 after PBHSCT or BMT

Lapierre V et al. Blood 2002

• Dopo stimolazione con G-CSF vi è una maggiore incidenza di anticorpi anti-HLA post-trapianto

• La maggior parte sono donatrici pluripare

• Concomitante produzione di agglutinine anti-AB nei trapianti ABO incompatibili

• Anticorpi non rilevanti per recupero piastrinico e supporto trasfusionale



30 pazienti trapiantati di CSE (26 adulti e 4 pazienti pediatrici) 
Periodo: dal 1985 al 2000

Tipizzazione HLA
Periodo dal 1985-1990: Tipizzazione sierologica e MLC
Periodo dal 1990-1996: Tipizzazione sierologica Classe I e Biologia molecolare 

Bassa risoluzione Classe II
Periodo dal 1996: Biologia molecolare bassa risoluzione Classe I e alta 

risoluzione Classe II

Cross-match (XM)
XM positivo per i linfociti B: 30 pazienti
XM positivo per i linfociti T: 14 pazienti



Ottinger et al. Transplantation 2002

Cross-match
Rigetto del graft

Cross-match
numero di mismatch



 386 casi studiati
 89 positivi per anticorpi anti-HLA (23,1%)

 69 positivi per anticorpi NON diretti verso il Cordone
 45 casi positivi per anticorpi anti HLA Classe I

 10 casi positivi per anticorpi anti HLA Classe II

 14 casi positivi per anticorpi anti HLA Classe I e II

 20 positivi per anticorpi diretti verso il Cordone
 15 casi positivi per anticorpi anti HLA Classe I

 5 casi positivi per anticorpi anti HLA Classe II

Blood, 2010



Takanashi et al. Blood 2010

Ab-neg vs Ab-pos p=.024

Ab-pos vs pos-CB  p=.005

Ab-neg vs Ab-pos p=.05

Ab-pos vs pos-CB  p=.062

Ab-neg vs Ab-pos p=.037

Ab-pos vs pos-CB  p=.016

Ab-neg vs Ab-pos p=.25

Ab-pos vs pos-CB  p=.13



Takanashi et al. Blood 2010

A-C
p=n.s

p=.0061

p=.020

Dose CD34+ e anticorpi anti-HLA



Bone Marrow Transplantation 2012

Studio prospettico: n 79 trapianti aploidentici
n. 63 pazienti HLA negativi
n. 5 pazienti HLA positivi non-DSA
n. 11 pazienti HLA positivi DSA
n. 5/11 pazienti GF 



Anticorpi anti-HLA in Luminex:
anticorpi fissanti il complemento

Ab fissanti il C1q

Ab non fissanti il C1q

Chen at al. Human Immunology 2011

115 sieri: 22 uomini non trasfusi, 20 sieri positivi per anti-HLA, 6 EPT, 67 trapianti



Desensibilizzazione pre-trapianto nei pazienti C1q+:
n.10 no trattamento ---- n.2/6 C1q+ Trapianto--GF
n.7 PEX/Rit/IVIG ----- n.3/5 C1q+ Trapianto--GF
n.5 PEX/Rit/IVIG + BC ----- n.0/2 C1q+ Trapianto

Studio retrospettivo: 22/122 con DSA, MFI medio=6500

Biology of Blood  and
Marrow Transplantation 2015



Il cross-match virtuale…

Transplantation 2009

334 trapianti di rene



Cross-match virtuale e CSE da cordone

Paziente n.1 anti-HLA B49: due unità di SCO B49 scartate, selezionato donatore 1 mm/locus B
+26 attecchimento neutrofili

Paziente n.2 anti-HLA DR 1: selezionata una unità compatibile, +16 attecchimento neutrofili

Paziente n.3 anti-DQ7: unità di SCO DQB1*0301, Xm in CDC-, Xm in CF±, Leucemia resistente,
infezione, +12 decesso senza evidenza di attecchimento

Paziente n.4 anti-Bw6: nessuna alternativa a unità SCO Bw6+, +21 attecchimento

46 pazienti studiati per lo screening anticorpale
4/46 (9%) pazienti con PRA+
Proposto algoritmo di selezione unità di SCO

Transplantation 2009



Persistenza degli anticorpi HLA e produzione de novo nel 
TMO a ridotta intensità di condizionamento

RM Fasano, Br J Haematol 2014,166,425-434

Valutazione dell’effetto degli anticorpi anti-HLA nel

trapianto di CSE a ridotto regime di condizionamento.

Pazienti alloimmunizzati: la persistenza degli anticorpi

per lungo tempo (>100 gg) era associata ad MFI > 10000.

Anticorpi de-novo post-trapianto: refrattarietà piastrinica 

e dimostrazione di anticorpi nei donatori  

Cut-off utilizzati: Positività Labscreen MFI >500

Positività Single Antigen MFI >2000

N. 16 pazienti
Ridotto regime di condizionamento



Ricevente

Midollo 

Osseo

rigetto

GVHD

GVL

Il trapianto di midollo osseo: 
doppia barriera immunologica

Anti-HLA



RSA = Recipient Specific 
anti-HLA antibodies

n. 12 anti-DPB1
n. 1 anti-DRB3

MFI=509-2809

Primo episodio di aGVHD 
e cGVHD in relazione alla
presenza di RSA

No studio C1q+

Biology of Blood  and
Marrow Transplantation 2015



Tissue Antigens 2012



Tissue Antigens 2012



Anti-HLA non DSA pre-trapianto di CSE

• Eurocord: trapianto singolo o doppio di CSE cordonali. 32 
riceventi con anti-HLA non DSA vs 158 pz senza anticorpi: 
nessuna differenza nel recupero dei granulociti neutrofili

• Detrait et al.: Trapianto di CSE   correlato e non correlato. 24 
pz anti-HLA non DSA vs 83 pz senza anticorpi: 

nessuna differenza nell’attechimento.

• Takanashi et al.: trapianto singolo o doppio di CSE cordonali. 35 
riceventi con anti-HLA non DSA vs 250 pz senza anticorpi:  

> 90% attecchimento CSE cordonali  

Anti-HLA non DSA: non influenzano l’attecchimento



Punti aperti…….

Definire il cut-off degli anticorpi anti-HLA nel TMO di CSE

Definire le specificità HLA a maggior rischio

Quando studiarli 

Anticorpi de-novo, significato clinico

E’ importante approfondire le proprietà biologiche dell’anticorpo 

Studiare gli anticorpi nel paziente e/o anche nel donatore 

Cross-match virtuale

Come e quando desensibilizzare un paziente

Come affrontiamo a Bologna gli anti-HLA nel trapianto di CSE 
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Grazie per l’attenzione


