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Premessa

Le linee-guida AIBT, in collaborazione con la SITO, sono espressione di una volonta delle

due societa italiane maggiormente coinvolte nel settore dei trapianti di collaborare al fine di
aumentare il livello di “cura” fornita al malato in attesa di un trapianto o trapiantato d’organo.
In particolare, hanno I'obiettivo di fornire indicazioni/raccomandazioni metodologiche ai laboratori
italiani che operano nel campo della istocompatibilita e dell'immunologia dei trapianti, illustrando le
migliori e piu attuali pratiche da adottare per lo studio sia dei donatori d’organo, sia dei riceventi di
trapianto d’'organo solido (sia esso rene, pancreas, cuore, polmone o fegato) che dei pazienti
trapiantati. Queste indicazioni scaturiscono dalla revisione critica delle piu recenti evidenze
scientifiche presenti in letteratura.

Il fine ultimo di queste linee-guida & quello di permettere una standardizzazione, a livello
nazionale, delle “procedure metodologiche” da attuare nei laboratori di istocompatibilita della rete
trapiantologica italiana.

Queste linee-guida sono dirette all'attenzione dei laboratori di immunogenetica ma anche
dei clinici del trapianto (siano essi nefrologi, chirurghi dei trapianti o immunologi clinici).
Dovrebbero, infatti, facilitare il dialogo e la collaborazione tra tutti gli operatori del settore e
permettere il trasferimento di informazioni, comprensibili a tutti gli addetti, sulla compatibilita HLA
donatore-ricevente e sullo stato di sensibilizzazione del paziente sia pre- che post-trapianto.

In ultima analisi, le linee-guida AIBT dovrebbero costituire uno strumento determinante al fine di un
corretta valutazione del “rischio immunologico” di un potenziale trapianto e della rilevanza clinica
degli anticorpi anti-HLA donatore-specifici preesistenti o prodotti de novo dopo il trapianto.

1. Trapianto di Rene (da donatore cadavere o vivente)

1.1 Tipizzazione HLA da eseguire ai fini della valutazione della compatibilita HLA
donatore/ricevente.
La tipizzazione HLA fornisce informazioni fondamentali per una
corretta valutazione dei “mismatches” (MMs), cioé delle diversita di molecole HLA tra
donatore e ricevente, il cui riconoscimento, da parte del sistema immune del ricevente,
pud esitare in un rigetto dellorgano trapiantato. | dati della letteratura mostrano
chiaramente come la sopravvivenza dell’organo trapiantato sia correlata al grado di
compatibilita HLA donatore/ricevente. Il trapianto ideale infatti € quello effettuato tra
soggetti HLA identici che rappresenta, soprattutto nel trapianto da donatore cadavere,
una situazione particolarmente infrequente.
Per la definizione della tipizzazione HLA sia del donatore che del ricevente si ritiene oggi
indispensabile:
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- Utilizzare tecniche genomiche a bassa risoluzione, al fine di evitare una non corretta
assegnazione degli antigeni HLA.

- Eseguire di “routine”, sia nei donatori che nei riceventi, la tipizzazione dei loci HLA-A,
-B, -DRB1, -DQB1. La tipizzazione dovrebbe, inoltre, essere informativa di tutte le
specificita HLA sierologicamente definite.

- Nel ricevente sensibilizzato si deve estendere la tipizzazione ad altri loci HLA (C,
DQA, DPA, DPB, DRB3/4/5) in relazione agli anticorpi evidenziati. Per pazienti
sensibilizzati che presentano anticorpi allele-specifici € consigliata la tipizzazione
molecolare ad alta risoluzione delle molecole HLA di pertinenza.

- Le tecniche attualmente in uso per la caratterizzazione dello stato di pre-
sensibilizzazione HLA permettono di individuare la presenza di anticorpi specifici per
le molecole di tutti i loci HLA. Pertanto, al fine di ottimizzare I'allocazione dell'organo
in pazienti con stato di pre-sensibilizzazione HLA, la tipizzazione del donatore,
soprattutto per donatori utilizzabili in programmi nazionali, dovra essere estesa, entro
il 2016, al locus C e successivamente (tempi attuativi da definire) anche agli altri loci
HLA attualmente non tipizzati di routine (DRB3/4/5, DQA, DPA, DPB),. Nelle more di
arrivare ad una tipizzazione estesa a tutti i loci HLA di classe | e I, la tipizzazione dei
loci aggiuntivi, quando pertinente, deve essere eseguita prospetticamente o nelle 72
ore successive al trapianto, con conseguente comunicazione al centro trapianti della
presenza di eventuali DSA.

Le raccomandazioni su esposte sono da considerare sia nel trapianto da donatore
cadavere che ancor piu nel trapianto da donatore vivente.

Studio dello stato di pre-sensibilizzazione HLA

| pazienti in attesa di un trapianto d’organo possono presentare anticorpi circolanti diretti
contro molecole HLA dovuti a precedenti immunizzazioni quali trasfusioni,
gravidanze/aborti e pregressi trapianti (di organi e/o tessuti). | soggetti “pre-
sensibilizzati” costituiscono, attualmente, piu del 30% dei pazienti in lista d’'attesa per
trapianto di rene.

Il livello di sensibilizzazione di un malato nei confronti delle molecole HLA viene stimato
con il PRA (Panel Reactive Antibody) che definisce, da un punto di vista clinico, quale é
la percentuale dei potenziali donatori riconosciuta dagli anticorpi anti-HLA presenti nel
paziente.

Il trapianto in un paziente con anticorpi anti-HLA donatori-specifici (DSA) “citotossici”,
cioé fissanti il complemento, evidenziati con tecniche di linfocitotossicita complemento-
mediata (CDC), € inevitabilmente associato ad una perdita precoce dell’organo
trapiantato.

Per contro, rispetto ai risultati del trapianto ed all’insorgenza di rigetto, il ruolo di anticorpi
anti-HLA DSA, evidenziati con le moderne tecniche in fase solida e sotto una
determinata soglia di “forza”, cioé d'intensita di fluorescenza, non & chiaramente
documentato.

Pertanto il laboratorio di Istocompatibilitd dei trapianti d'organo dovra eseguire
un’accurata valutazione e caratterizzazione degli anticorpi anti-HLA preesistenti,
fondamentale per una corretta assegnazione dellorgano, permettendo, quindi, il
trapianto di rene in condizioni di “rischio immunologico” commisurato al beneficio che il
paziente puo trarre dal trapianto stesso.
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Attualmente, le tecniche utilizzate dai laboratori di Istocompatibilita italiani, per la
valutazione dello stato di pre-sensibilizzazione di un paziente in lista dattesa per
trapianto, sono rappresentati dalla tecnica di citotossicita complemento-mediata (CDC) e
dalle tecniche in fase solida (SPI), cioé le beads citofluorimetriche e le Luminex beads.
In particolare:

A) Tecnica CDC. Di solito eseguita utilizzando un pannello di linfociti T a tipizzazione
nota; pochi laboratori utilizzano anche i linfociti B, che tuttavia permettono di
identificare non solo anticorpi diretti contro molecole di classe | ma anche anticorpi
specifici per molecole di classe Il. Sono note diverse varianti della metodica originale
che ne aumentano la sensibilita; quella piu utilizzata nei laboratori italiani € la tecnica
“long incubation”. Le considerazioni che debbono essere fatte su questa tecnica, che
presenta parecchie limitazioni intrinseche rendendone I'utilizzo sempre piu contenuto
0 comunque affiancato da metodologie in fase solida, sono le seguenti:

- Vantaggi:

1) Permette lo screening (% PRA) / caratterizzazione degli anticorpi anti-HLA classe
| (sia IgG che IgM).

2) La positivita di questo test, per DSA-preformati di classe IgG contro un
potenziale donatore, rappresenta una controindicazione assoluta al
trapianto, in quanto da luogo, nel test di crossmatch pre-trapianto, ad un
risultato positivo e quindi, in una percentuale molto elevata di casi, & associata a
rigetto iperacuto del trapianto.

- Svantaggi:

1) Scarsa sensibilita: in grado di identificare solamente gli anticorpi che, per isotipo
0 “titolo”, siano in grado di fissare il complemento.

2) Il % PRA generato e interamente dipendente dalla composizione e numerosita
del pannello cellulare utilizzato, rendendo molto diversi i risultati ottenuti da
laboratori indipendenti.

3) Scarsa specificita: la tecnica CDC puo risultare positiva per la presenza di
anticorpi non-HLA (reazione con altri antigeni presenti sui linfociti), o per una
citotossicita aspecifica del siero, soprattutto a carico dei linfociti B. In alcuni casi
la positivita del test & dovuta alla presenza di anticorpi anti-HLA di tipo IgM, sulla
cui rilevanza clinica esistono dati discordanti in letteratura.

4) Questo test, che utilizza come bersaglio un numero limitato di cellule tipizzate (di
solito 30-50) non permette lidentificazione di tutte le specificitd anticorpali

presenti nei pazienti iperimmuni (situazioni di overlap).

Per le limitazioni intrinseche sopradescritte, questa tecnica, ancora oggi utilizzata in
diversi laboratori di Istocompatibilita per lo screening/caratterizzazione degli anticorpi
anti-HLA, non & attualmente considerata una metodologia sufficiente ad identificare il
reale stato di pre-sensibilizzazione del candidato al trapianto di rene e deve essere

sempre affiancata da tecniche in fase solida.

B) Tecniche in fase solida (SPI). In queste metodiche il siero in studio viene incubato
con biglie ricoperte di molecole HLA purificate o ricombinanti rappresentative di tutte
le specificita HLA antigeniche note nonché, in alcuni casi, di una o piu specificita
alleliche di una specifica molecola HLA. Dopo incubazione con un anticorpo
fluorescinato anti-human-lgG (o IgM), le biglie vengono analizzate con un
citofluorimetro classico (FlowPRA screening/FlowPRA Single Antigen beads) o con
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un citofluorimetro dedicato (Luminex Screening e Single Antigen beads) permettendo
I'identificazione di tutti gli anticorpi anti-HLA presenti nel siero in studio.

La tecnologia Luminex € quella attualmente piu utilizzata nei laboratori di
istocompatibilitd italiani. Le principali considerazioni su questa tecnica sono le
seguenti:

Vantaggi:

1) Permette lo screening (Y%oPRA)/caratterizzazione degli anticorpi anti-HLA di classe
| e di classe Il

2) Elevata sensibilita (> di 10 volte rispetto alla CDC)

3) Elevata specificita: identifica anticorpi anti-HLA specifici per alleli comuni/non
comuni di 11 loci HLA (A, B, C, DRB1, DRB3, DRB4, DRB5, DQA, DQB, DPA,
DPB).

4) Puo fornire informazioni sull'isotipo (IgG/IgM) dell’anticorpo presente nel siero in
studio.

5) Permette di valutare un “cPRA”, su un numero qualsivoglia elevato di cellule
tipizzate per tutti i loci HLA, cioé permette di valutare la percentuale di donatori
contro i quali sono presenti specifici anticorpi anti-HLA. Si suggerisce che per la
valutazione del cPRA possono essere utilizzate, al minimo, 100 cellule tipizzate,
per tutti i loci HLA, provenienti dai controlli di qualita annuali del’'lSS/CNT.

6) Permette una valutazione semi-quantitativa dell'anticorpo evidenziato (Mean
Fluorescence Intensity). Valori di MFI>1000 solitamente rappresentano il cutoff di
positivita del test. La valutazione del valore di MFI dell'anticorpo permette di dare
una misura delle “forza” dell’anticorpo stesso e conseguentemente permette di
definire il “rischio immunologico” di un trapianto.

7) Attraverso la definizione di valori “accettabili” di MFI degli anticorpi evidenziati,
permette di definire gli “antigeni proibiti” di un donatore, cioe di eseguire un “virtual
crossmatch” sui potenziali candidati al trapianto.

8) Permette inoltre di distinguere in maniera selettiva gli anticorpi dotati della capacita
di fissare il complemento (Luminex-C1q/C3d).

Svantaggi:

1) Occasionalmente la presenza di un elevato background (solitamente legato alla
presenza nel siero di fattori aspecifici che reagiscono con il materiale costitutivo
delle beads), pud mascherare una reazione positiva, richiedendo la ripetizione del
test dopo assorbimento mediante biglie specifiche.

2) Fattori bloccanti possono determinare risultati falsi negativi per alcune beads. |
fattori bloccanti piu noti sono:

- anticorpi anti-HLA di isotipo IgM, la cui presenza pu0 essere sospettata in
presenza di bassi valori di MFI del controllo positivo del test. In tali casi e
opportuno eseguire il test per anticorpi anti-HLA IgM (gli anti-HLA IgG sono
evidenziati dalla metodica standard).

- presenza di complemento nel siero in studio che, per problemi di “ingombro”,
impedisce l'attacco dell'anti-human IgG/IgM all'anticorpo legato all'antigene
presente sulle beads. L'aggiunta di EDTA al siero in studio permette di distaccare
le sub-unita del C1q, responsabili del fenomeno, e quindi di eseguire una corretta
analisi del campione. E' da sottolineare che il complemento e termolabile,
pertanto non determinera problematiche nei sieri sottoposti a ripetuti
congelamenti/scongelamenti.
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3) E’ stato, inoltre, dimostrato che la densita di espressione delle molecole HLA puo
variare da biglia a biglia e anche da lotto a lotto, richiedendo una validazione del
kit (mediante saggio di un campione noto).

4) E’ importante sottolineare che la differente concentrazione di antigeni sulle biglie
rispetto alle cellule pud determinare una errata stima del “quantitativo” di anticorpi
presenti e, quindi, della rilevanza clinica degli anticorpi evidenziati.

5) E anche possibile che alcune positivita rilevate siano dovute ad anticorpi che
reagiscono con molecole HLA denaturate, cioé modificate nella loro struttura
tridimensionale con conseguente esposizione di porzioni antigeniche (epitopi) di
solito non esposti e quindi non “raggiungibili” da parte di anticorpi specifici.
Pertanto tali anticorpi sono considerati meno pericolosi per il trapianto, anche se in
letteratura non c’é concordanza di opinioni.

6) E’ richiesto “expertise” per una corretta analisi/refertazione di alcuni risultati quali,
ad esempio, quelli a carico degli eterodimeri DQA/DQB, DPA/DPB e anticorpi
intra-allelici di molecole HLA proprie del paziente.

Raccomandazioni:

Per i vantaggi sopradescritti, gli SPI rappresentano indiscutibilmente il gold standard
nello studio della sensibilizzazione anti-HLA nel trapianto.

La ricerca di anticorpi in linfocitotossicita identifica anticorpi sicuramente citotossici ed
altamente pericolosi, mima una situazione “in vivo” e rappresenta un test coerente con il
cross-match pre-trapianto in CDC.

| test di screening anticorpale anti-HLA e di identificazione della specificita degli anticorpi
eventualmente presenti vengono, di norma, eseguiti secondo le seguenti cadenze:

e Screening degli anticorpi anti-HLA (PRA):
- al momento dell'iscrizione in lista d'attesa;
- successivamente ogni tre mesi;
- a 20 giorni/un mese di distanza da eventi sensibilizzanti.

¢ Identificazione delle specificita HLA degli anticorpi evidenziati al PRA:

- Al momento dell'iscrizione in lista d’attesa ed ad ogni evidenza di variazione
“sostanziale” del %PRA anti-HLA e comunque almeno una volta all'anno nei
pazienti con valori stazionari del % PRA.

- E’ consigliabile una frequenza maggiore in pazienti in lista per ritrapianto con
primo_trapianto ancora in sede, a causa del possibile mascheramento della
produzione di anticorpi donatore specifici dovuta al legame di tali anticorpi alle
molecole target espresse sull'organo trapiantato.

- In caso di valutazione di pazienti sottoposti a protocolli di desensibilizzazione
deve essere eseguito studio degli anticorpi con metodiche SPI prima dell'inizio
del protocollo e ad intervalli precisi, individuati insieme al clinico, durante e dopo
il trattamento in modo di individuare il prima possibile I'eventuale modificazione
dell'assetto anticorpale.

Nel caso di pazienti PRA-Luminex-lgG negativo ma PRA-CDC positivo, si raccomanda
di analizzare il siero con tecnica Luminex per IgM, o altra tecnica al fine di identificare la
presenza di anticorpi anti-HLA di isotipo IgM responsabili della positivita al test in CDC.

La letteratura non & concorde nel definire il livello di rischio immunologico associato alla
presenza di anticorpi anti-HLA DSA di tipo IgM, quindi in genere la presenza di questi
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anticorpi non é considerata una controindicazione assoluta al trapianto, anche se é
consigliabile un attento monitoraggio immunologico post-trapianto.

Definizione della soglia di positivita nel test SPI (screening ed identificativo) ai fini
di una standardizzazione, a livello nazionale, delle procedure utilizzate nei Laboratori di
istocompatibilita che operano nel campo dei trapianti d’organo.

-, Per la definizione della percentuale di PRA, ai fini dei programmi nazionali, deve
essere utilizzato il cPRA ottenibile dalle tecniche in fase solida (Luminex). Tale
metodologia & fortemente raccomandata anche per i registri regionali;

- Per la definizione degli antigeni proibiti da riportare nei programmi nazionali, il cutoff
di positivita & stato stabilito superiore ai 3000 MFI. E’' da considerare che attualmente
diversi laboratori, secondo protocolli concordati con i clinici, utilizzano gia cutoff di
positivita maggiori (4000/5000 MFI) ai fini della definizione degli antigeni proibiti nei loro
programmi regionali.

- Lo stesso cutoff di positivita dovra essere utilizzato per calcolare il cPRA ai fini di
inclusione dei pazienti nei programmi nazionali.

In conclusione, attualmente, grazie allo sviluppo di nuove tecniche molto sensibili per la
caratterizzazione della risposta anticorpale anti-HLA, € cambiato il modo di percepire e
stimare il “rischio immunologico” del trapianto in soggetto con anticorpi anti-HLA
preformati, cioé presenti prima del trapianto. Questo cambiamento nella valutazione del
rischio €& soprattutto legato alla presa di coscienza che, mentre il grado di
sensibilizzazione del paziente, stimato con il PRA, ci dara un’idea sulla durata del tempo
di attesa per il trapianto, sara invece la presenza/assenza nonché la valutazione
“quantitativa”, nel ricevente, di DSA anti-HLA diretti contro le molecole del potenziale
donatore a incidere sull’esito del trapianto.

Crossmatch

I crossmatch consiste nella prova crociata donatore/ricevente eseguita
prospetticamente prima dell'’esecuzione di un trapianto e permette di valutare in maniera
diretta la reattivita del siero di un paziente nei confronti delle cellule (linfociti T e B) di un
potenziale donatore, solitamente dovuta alla presenza di DSA anti-HLA,. Nei pazienti
sensibilizzati vengono classicamente utilizzati almeno due sieri, il piu recente, di solito
ottenuto negli ultimi tre mesi, e quello “storico” con il piu elevato valore di PRA.

E’ tuttavia importante sottolineare che, in alcuni casi, questo test, pud dar luogo a
risultati falsamente positivi dovuti alla presenza, nel siero del candidato al trapianto, di
anticorpi non-HLA, di autoanticorpi o di anticorpi monoclonali somministrati al paziente
sottoposto a trattamenti desensibilizzanti.

Le tecniche utilizzate per [I'esecuzione del crossmatch sono la citotossicita
complemento-mediata (CDC-XM) e la citometrica a flusso (FC-XM).

A) CDC-XM. Si esegue incubando i linfociti T e B del donatore, ottenuti da sangue
periferico, linfonodi o frammenti di milza, con i sieri dei candidati al trapianto.
Successivamente si aggiunge al test il complemento e, dopo una ulteriore
incubazione, si aggiunge il colorante vitale (penetra solamente nelle cellule che
hanno subito citotossicita complemento-mediata) che permette la lettura del risultato
del test al microscopio a fluorescenza (cellule colorate in verde = crossmatch
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negativo, cioé assenza di DSA citotossici; cellule colorate in rosso = crossmatch

positivo, cioé presenza di DSA citotossici).
- Vantaggi:

1) Questo test ha la capacita di predire il rigetto iperacuto/accelerato anticorpo

mediato, cioe la presenza nel paziente di DSA preformati ad alto titolo in grado di
fissare il complemento e quindi di determinare citotossicita delle cellule del
trapianto. Pertanto un CDC-XM positivo rappresenta una controindicazione

assoluta al trapianto di rene.
- Svantaggi:

1) Scarsa sensibilita: risultato positivo solamente per anticorpi che, per isotipo o

“titolo”, siano in grado di fissare il complemento.
2) Scarsa specificita: pud dare risultati positivi anche per anticorpi non anti-HLA.

3) A volte presenza di risultati “falsi positivi” per citotossicita aspecifica del siero,

soprattutto a carico dei linfociti B.

4) Scarsa correlazione con i risultati dello studio anticorpale mediante tecniche
Luminex; il CDC-XM da un risultato positivo in presenza di DSA con MFI>

10000/15000 (a seconda che i DSA siano specifici per molecole HLA di classe | o

11).

Raccomandazioni:

Pur essendo un test dotato di scarsa sensibilita e specificita, il CDC-XM rappresenta
una misura di sicurezza per prevenire il rigetto iperacuto e, pertanto, deve essere
eseguito prima di procedere al trapianto di rene, soprattutto in paziente che

presentano una stato di presensibilizzazione HLA.

B) EC-XM. Questo test permette di individuare la presenza di anticorpi anti-HLA, fissanti
e non fissanti il complemento, diretti contro il donatore, attraverso I'utilizzo di tecniche
citofluorimetriche triparametriche. In sintesi, i linfociti T e B del donatore vengono
incubati con i sieri dei potenziali candidati al trapianto. Successivamente si
aggiungono al test degli anticorpi monoclonali marcati con differenti fluorocromi (anti-
CD3PerCP e antiCD19/CD20PE) per identificare i linfociti T e B del donatore e
un’anti-immunoglobulina umana (IgG o IgM) marcata con un terzo fluorocromo (FITC)
al fine di identificare gli anticorpi che si sono legati ai linfociti. L’analisi del risultato

avviene mediante lettura del test al citofluorimetro.

- Vantaggi:
1) Elevata sensibilita (circa dieci volte maggiore di quella del CDC-XM).
2) Fornisce informazioni sull'isotipo del/dei DSA presenti nel siero in studio.

3) Permette di stratificare il livello di “rischio immunologico” di un trapianto in

funzione del grado di positivita del test (channel shift).

4) Buona correlazione con i risultati dello studio anticorpale mediante tecniche
Luminex; 'EC-XM da un risultato positivo in presenza di DSA con MFI>

5000/8000 (a seconda che i DSA siano specifici per molecole HLA di classe | o

).
- Svantaggi:
1) Scarsa specificita: pud dare risultati positivi anche per anticorpi non anti-HLA.
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2) Richiesta una certa “expertise” per la standardizzazione della tecnica
(citofluorimetro, fluorocromi, titolazione dell'anti-immunoglobulina, corretta
valutazione del controllo negativo e della soglia di positivita del test).

Raccomandazioni:

L'FC-XM completa in maniera ottimale il percorso di valutazione del malato in attesa
di trapianto con anticorpi anti-HLA rilevati con metodologia Luminex. Di conseguenza
se ne prevede la disponibilita presso tutti i laboratori di istocompatibilita entro 2/3
anni.

Nelle more della definizione, in stretta collaborazione con la Societa Italiana
Trapianti d’Organo (SITO), dei criteri per I'attuazione di un Programma di
Trapianto di Rene solamente sulla base di un Crossmatch Virtuale, & possibile,
in casi particolari e/o d’'urgenza clinica, effettuare trapianti di rene da donatore
cadavere in assenza di un crossmatch prospettico. Tali eccezioni sono
rappresentate da pazienti, sempre negativi al PRA, che debbono ricevere, sulla
base di Programmi Nazionali di allocazione d’organo, un trapianto combinato o
il solo trapianto di pancreas, nei quali |'esecuzione del crossmatch
comporterebbe tempi di ischemia fredda non compatibili con il trapianto
dell’organo non-rene.

E’' comungue obbligatorio eseguire sempre il crossmatch retrospettivo.

2. TRAPIANTO DI ALTRI ORGANI SOLIDI

2.1 Trapianto di pancreas (0o rene-pancreas). Per il trapianto di pancreas isolato o

2.2

2.3

combinato con il rene valgono le stesse considerazioni fatte per la valutazione
immunogenetica nel trapianto di rene, a cui si rimanda. Infatti, oltre alla valutazione dello
stato di presensibilizazione, & prevista I'esecuzione del crossmatch prospettico al fine
dell’'esecuzione del trapianto.

Trapianto di cuore. E’ stato evidenziato che la presenza di DSA preformati, nel
ricevente un trapianto di cuore, si associa ad una elevata incidenza di rigetto e a ridotta
sopravvivenza del trapianto. Pertanto nel paziente in lista d’attesa per questo tipo di
trapianto si eseguono “di routine” tipizzazione HLA, valutazione dello stato di
presensibilizzazione e crossmatch col potenziale donatore. Se il paziente con stato di
presensibilizzazione si trova in una situazione clinica di “urgenza” e la logistica non
permette I'esecuzione di un crossmatch prospettico, l'allocazione dell'organo pud
avvenire sulla base di un “virtual crossmatch” negativo; in questi casi, comunque il
crossmatch viene eseguito in modo retrospettivo al fine di ottimizzare il trattamento
immunosoppressivo in funzione del risultato del “actual crossmatch”.

Inoltre, studi recenti hanno evidenziato come un trattamento desensibilizzante
(plasmaferesi/immunoferesi associata a terapie immunosoppresive specifiche) possa
permettere il trapianto di cuore in pazienti fortemente sensibilizzati con buoni risultati
clinici.

Trapianto di polmone. Anche per il trapianto di polmone sono presenti in letteratura
dati a conferma dell'effetto nocivo di DSA preformati sul “graft outcome”. Per questa
ragione, anche per il trapianto di polmone deve essere eseguita la ricerca ed
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identificazione di anticorpi nei pazienti in lista d'attesa ed il cross-match reale
prospettico, che pud essere omesso, come per il trapianto di cuore, in caso di urgenza
del paziente sulla base di un cross-match virtuale negativo, concordando la procedura
ed il monitoraggio immunologico post-trapianto con il centro trapianti. In questi casi il
cross-match reale deve essere comunque eseguito retrospettivamente.

2.4 Trapianto di fegato. E’ a tutt'oggi controverso se l'allosensibilizzazione del ricevente di
trapianto di fegato abbia un impatto negativo sul “graft outcome” e, conseguentemente,
la valutazione immunogenetica dei pazienti in lista per trapianto di fegato non é eseguita
di routine in molti centri. Recentemente, tuttavia, molti studi sottolineano I'importanza del
crossmatch nell’'allocazione del fegato in quanto un crossmatch T-positivo, assieme alla
presenza di DSA preformati, si associa ad un ridotta sopravvivenza del “graft” in pazienti
al ritrapianto. E’ raccomandato eseguire uno screening anticorpale pretrapianto anche
in questa categoria di pazienti. Nei trapianti di fegato combinati valgono le regole del
fegato, in considerazione dell’effetto di assorbimento di DSA, eventualmente presenti,
nel tessuto epatico

3. MONITORAGGIO DELLA RISPOSTA ANTICORPALE DOPO TRAPIANTO

Molti studi hanno evidenziato che dopo il trapianto una gran parte dei malati sviluppa anticorpi
anti-HLA donatori-specifici (DSA). La produzione de novo di DSA nel post-trapianto, & stata
associata a ridotto “graft outcome”.

Nel trapianto di rene l'insorgenza di rigetto anticorpo-mediato (AMR) rappresenta attualmente
la maggiore causa di “graft failure”, ma anche nel trapianto di altri organi, quali ad esempio il
cuore, sono presenti, in letteratura, molti evidenze dell’effetto nocivo dei de novo DSA sulla
sopravvivenza dell’organo trapiantato.

Inoltre in diversi studi e stato riportato che lo sviluppo di de novo DSA in grado di fissare il
complemento (C1g/C3d-LSA-positivi o presenza di positivita al C4d della biopsia) costituisce
un fattore prognostico negativo per lI'outcome del trapianto. E’ stata anche riconosciuta
I'esistenza (Banff Meeting 2013) di AMR anche in quadri istopatologici C4d-negativi e DSA
C1g/C3d-negativi; questa tipologia di AMR €& stata associata a piu tardiva comparsa di graft
failure.

Da quanto suddetto si evince il ruolo chiave che pud svolgere il laboratorio di immunogenetica,
attraverso test non invasivi, nel supportare il clinico nella “diagnosi precoce”, anche pre-clinica,
di AMR e nel monitoraggio dell’efficacia di trattamenti desensibilizzanti (approcci aferetici e/o
farmacologici) attuati al fine di prolungare la funzione/sopravvivenza dell'organo trapiantato.

L'esecuzione del monitoraggio post-trapianto & obbligatoria, su richiesta del Centro Trapianti in
base alle necessita cliniche, e deve essere eseguita nellambito di metodologie
scientificamente riconosciute.

Metodologie di studio dei de novo DSA. Sono sostanzialmente due:

- Esecuzione, sui sieri post-trapianto di FC-XM (se si dispone dei linfociti del donatore crio-
preservati in azoto liquido al momento del trapianto). Questo test & ottimale poiché rivela
“in vitro” se sono stati prodotti anticorpi in grado di legarsi agli antigeni HLA “mismatched”
espressi sulle cellule dell'organo trapiantato.
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- ldentificazione/caratterizzazione dei de novo DSA attraverso l'utilizzo delle sensibili
tecniche in fase solida (Luminex beads).

E’ importante sottolineare che entrambe le tecniche presentano degli svantaggi; 'FCXM
potrebbe dar luogo a risultati falsi positivi per la presenza di anticorpi non-HLA, la tecnica
Luminex-beads potrebbe evidenziare anticorpi non in grado di legarsi agli antigeni HLA
“mismatched” del trapianto e quindi potenzialmente “irrilevanti”. Il gold standard é
rappresentato dall’utilizzo di entrambe le metodiche in modo da superare le limitazioni delle
singole tecniche.

Strategie di studio. Possono essere rappresentate dalle seguenti:

- monitoraggio ad intervalli prestabiliti nel post-trapianto; controlli piu frequenti nel primo
periodo e successivamente ogni 6/12 mesi in assenza di manifestazioni cliniche di
disfunzione del trapianto.

- su richiesta del clinico in funzione della presenza di segni clinici/istopatologici di “graft
dysfunction”.

Raccomandazioni:

Il laboratorio di Istocompatibilita deve attuare una procedura di tempistica di
analisi/refertazione dei campioni inviati, concordata con i clinici, sia in rapporto all' “urgenza”
dettata dal quadro clinico/istopatologico del paziente trapiantato, sia al livello di rischio
immunologico del trapianto effettuato. Tutto cio al fine di fornire, al clinico, indicazioni utili
all'attuazione di un precoce trattamento immunosoppressivo specifico
(farmacologico/aferetico) nonché alla valutazione dell’efficacia del trattamento stesso.
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