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  Capacità del sistema immunitario di riconoscere polimorfismi 

codificati geneticamente, appartenenti a cellule non-self 

(allogeniche)  

  I principali bersagli della risposta immune ai tessuti allogenici 

sono le molecole HLA 

 

 

 

 

 

  La risposta dei linfociti T alle molecole HLA allogeniche è 

PARTICOLARMENTE forte, ma altre molecole polimorfiche codificate 

fuori dal sistema MHC (antigeni minori) possono dare origine a una 

risposta alloimmune 

La risposta alloimmune 
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GVHD 
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Alloimmune 

response 
• sensitizing 

events: pregnancy, 

blood transfusion, 

transplants  

• HLA antibodies 

(mostly IgG) 

• can be 

responsible for 

hyperacute 

rejection 

• effector cell is the 

cytotoxic T 

lymphocyte  

• not routinely 

monitored prior to 

transplantation 

(CTLp assay) 

• responsible for 

acute rejection of 

grafts and GVHD 

Innate 

 alloimmune 

response 



GVHD: a complicated inflammatory disease (J.L.Ferrara) 
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2. Donor T-cell activation 

Is the core of aGVHD: 

• donor T-lymphocytes recognise 

mismatches in MHC molecules or 

minor histocompatibility antigens 

•  donor T-lymphocytes proliferate 

and differentiate 

• is influenced by phase 1, which 

increases expression of 

costimulatory molecules 





Cytokine storm 

Donor cells   TNF-a  Recipient cells 

 

 

1. Activates APCs  

and enhances alloantigen presentation 

2. Recruits effector cells to target organs via induction of 

inflammatory cytokines 

3. Directly causes tissue necrosis 
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Probability of transplant 

 

minimal matching 

maximal 

matching 

We do not know what the optimal matching is at 

the moment. John Hansen, EFI 1998 

optimal matching 

Probability 

of survival 



NEJM, 1990 



E’ sufficiente una differenza minima, pari a un 

singolo amino acido, per indurre una reazione 

alloimmune molto severa 

 

MA 

 

alcune incompatibilità HLA, assai diverse tra di 

loro, sono PERMISSIBILI  





High-risk HLA allele mismatch combinations 

responsible for severe acute graft-versus-host 

disease and implication for its molecular 

mechanism 

Takakazu Kawase 

Blood, 1 October 2007 

 

5210 transplants 1993-2006 

Diseases included: ALL, ANLL, CML, MDS, hereditary disease, 

lymphoma, MM, AA, other 

High-resolution HLA typing 

HLA-A, B, C, DRB1, DQB1, DPB1 
 



* 

* 



T. Kawase et al. Blood 2007 



• The identification of 

high-risk nonpermissive 

mismatch, would be 

beneficial for the selection 

of a suitable donor 

T. Kawase et al. Blood 2007 



Importanza di caratterizzare la  

permissibilità dei MM HLA 

 
 

•Consentirebbe di selezionare la coppia ricevente-

donatore ottimale, riducendo le complicanze post-

trapianto 

TUTTAVIA 

•Sono necessari grandi numeri di riceventi-donatori 

per valutare tutte le combinazioni 

•Siamo ancora ai primi passi 



2012 



Alloriconoscimento diretto e indiretto 

 
 

•Prima di affrontare gli strumenti che abbiamo a 

disposizione per valutare la permissibilità dei MM HLA, 

è necessario ricordare che ci sono due strade 

(pathways) di alloriconoscimento: diretto e indiretto 
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Studio della permissività dei MM 

HLA: alloriconoscimento diretto 

 
 

•Test in vitro 

 Cytotoxic Lymphocyte Precursor Assay (CTLp) 

 

•Modelli in silico 

 T cell epitope 

 Histocheck 

 Matchmaker (per trapianto d’organi) 

 Posizioni specifiche di amino acidi 

Donor 

T cell 

APC 



Cytotoxic Lymphocyte Precursor Assay 

(CTLp)  

 
 

•Valuta l’estensione della risposta dei linfociti T 

alloreattivi nei confronti delle molecole HLA 

allogeniche 

•Utile per distinguere i MM permissibili dai non 

permissibili 

•Elevata frequenza dei CTLp correla sia con i 

risultati dei trapianti d’organo che degli HSCT 





Cytotoxic Lymphocyte Precursor Assay 

(CTLp)  

 

•LIMITI:  

difficile da eseguire 

tempi di esecuzione lunghi 

poco standardizzabile 

 

•Trasformazione in algoritmo in grado di predire 

l’alloreattività, ma non si è rivelato utile nel HSCT  



Functional versus structural matching: can 

CTLp test be replaced by HLA allele typing? 
M. Oudshoorn, Human Immunology 2002 

 
• HLA class I MM are significantly associated with CTLp 

frequencies (211 cases, p<0.001) 

 

• Exceptions: 
 high CTLp in 14% of matched pairs 

 low CTLp in 7% of HLA-A,B MM pairs 

 successful outcome in the MM pairs with negative CTLp 

 

• CTLp can be used as a tool to detect permissible MM 

when no fully matched donor is available 



T cell epitope model 
 

•Il primo modello clinicamente rilevante che stima con 

successo, l’effetto dell’alloriconoscimento diretto 



Rigetto 

DPB1*02:01, 

04:02 

R D 

DPB1*02:01, 

09:01 

2 cloni 

alloreattivi che 

riconoscono in 

modo DIRETTO, 

il MM DPB1 

I due cloni 

sono stati 

testati con 

cellule con 

DPB1 diversi 

T cell epitope 

K. Fleischhauer et al, 2004 

Classificazione degli 

alleli DPB1 in base 

all’immunogenicità 

Algoritmo di permissività 

(immunogenicità+educazione timica) 

Convalida clinica 



R. Crocchiolo et al. 



Screen Shot 2015-05-31 at 10.18.36 









T cell epitope: convalida clinica  







• Un modello in silico per valutare l’alloreattività tra MM 

HLA di classe I e II 

 

• Calcola uno score di compatibilità (sequence similarity 

matching score) in base alle differenze negli amino 

acidi, la loro somiglianza funzionale e la loro 

localizzazione nelle molecole HLA  



http://www.mh-hannover.de/institute/transfusion/histocheck/ 



http://www.mh-hannover.de/institute/transfusion/histocheck/ 



Il ‘caso che ha dato origine al T cell epitope model 
R D 



Histocheck is not correlated with  

HSCT outcome 



Posizioni degli aminoacidi 
 

 

• Predire l’alloreattività diretta 

analizzando l’impatto della posizione di 

specifici amino acidi nelle molecole HLA 

• Alcune sostituzioni di aminoacidi nella 

tasca di presentazione degli antigeni sono 

correlate ad aumento del rischio di 

aGVHD 
 



Klein and Sato, NEJM 2000 



T. Kawase et al. Blood 2007 



T. Kawase et al. Blood 2007 
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Studio della permissività dei MM HLA: 

alloriconoscimento indiretto 

 
 

•Test in vitro 

• Non sono disponibili 

•Modelli in silico 

• PIRCHES 

Donor  

T cell 

Donor 

APC 



PIRCHES – Predicted Indirectly Recognizable HLA 

Epitopes (Otten et al. Human Immunology 2013) 

• Alloriconoscimento indiretto dipende da peptidi derivati 

da HLA del ricevente (nel HSCT) 

• I peptidi sono presentati su HLA condiviso 

• Se i peptidi sono identici tra donatore e ricevente, non 

c’è alloriconoscimento 

• Otten et al. hanno catalogato peptidi in grado di indurre 

aGVHD (e rigetto nel trapianto di organi) 

• Il modello utilizza strumenti informatici che ‘calcolano’ il 

processamento e la presentazione degli antigeni 



Considerazioni conclusive - 1 

• I MM HLA sono in grado di provocare GVHD e rigetto 

del graft  

• Nel HSCT, l’alloriconoscimento dei linfociti T gioca un 

ruolo fondamentale 

• La permissibilità delle combinazioni di MM è molto 

variabile  



Considerazioni conclusive - 2 

• Sebbene il grado di differenze nelle sequenze di 

amino acidi varia molto nei diversi MM, il NUMERO di 

differenze di a.a. non è di per sè predittivo di 

permissibilità 

• La permissibilità dei MM è determinata da: 

• la natura del polimorfismo di a.a. 

• la posizione dell’a.a. 

• l’effetto sugli a.a. vicini  



Considerazioni conclusive - 3 

• Sono state sviluppate diverse strategie per predire la 

permissibilità, con l’intento di migliorare le procedure di 

selezione dei donatori 

 

• L’obiettivo comune di tutte le strategie, è di predire il 

riconoscimento delle molecole HLA allogeniche da 

parte dei linfociti T 



Considerazioni conclusive - 4 

• L’alloreattività post trapianto difficilmente può essere 

attribuita a un’unica via di alloriconoscimento 

 

• Bisogna sviluppare metodi che valutino in modo 

integrato i diversi pathways, poiché la via diretta e 

indiretta interagiscono sinergicamente  



Considerazioni conclusive - 5 

• L’ulteriore miglioramento dei metodi per definire la 

permissibilità dei MM HLA e la loro introduzione nelle 

procedure di selezione del donatore, ridurranno 

l’alloreattività e quindi miglioreranno i risultati clinici del 

trapianto di cellule staminali emopoietiche.  




