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1971: dimostrazione dell’'effetto della
pre-sensibilizzazione
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Figure 7. The effect of presansiization was first shown in Uns study for fest and secand

cadaver donior ransplants. 1971 (42)
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1971: dimostrazione dell’'effetto della
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Caratterizzazione degli anticorpi
anti-HLA preformati

Il PRA (Panel Reactive Antibody) e lidentificazione delle specificita
anticorpali sono stati valutati per decenni con metodiche di
microlinfocitotossicitd complemento dipendente (CDC)
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Caratterizzazione degli anticorpi
anti-HLA preformati

Il PRA (Panel Reactive Antibody) e lidentificazione delle specificita
anticorpali sono stati valutati per decenni con metodiche di
microlinfocitotossicitd complemento dipendente (CDC)

HLA Ab

Nel tempo la CDC si & evoluta per aumentarne la sensibilita: AHG, long
incubation, ecc.
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Negli anni ‘90, alla CDC sono state affiancate le METODICHE
IN FASE SOLIDA, piu specifiche e sensibili
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Caratterizzazione degli anticorpi
anti-HLA preformati

Tecnologia Luminex

alloanticorpo \
anti-Tg6 PE =(
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The evolution and clinical impact of Human Leucocyte
Antigen tecnology

Haward M. Gebel and Robert A Bray
Current opinion in Nephrology and Hypertension 2010, 19:598-602
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Higher Sensitivity
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Transfus Med Hemaother 2013:40:182-189




CDC: pro...

« Test semplice
« Test relativamente poco costoso (tempo-uomo)

« IgG/IgM




CDC: ...e contro

* Valore predittivo limitato:
— pazienti con specificita multiple
— anticorpi a basso titolo (falsi negativi)
— anticorpi non fissanti il complemento
— Anticorpi non anti-HLA (falsi positivi)

* Riproducibilita ed estensione del pannello
linfocitario



Luminex: nuove prospettive...

» Sensibilita, specificita e riproducibilita

anche in pazienti iperimmunizzati consente la precisa
identificazione delle singole specificita

* Fornisce un'analisi
semiquantitativa

MFI: mean fluorescence
Intensity




Luminex: nuove prospettive...

Le single antigen beads (SAB) forniscono l'intero

repertorio degli antigeni HLA di classe I e II
(VIRTUAL-CROSSMATCH)

Consente l'identificazione di anticorpi non-HLA
(Es: MICA)

Consente l'identificazione e la differenziazione
delle Immunoglobuline fissanti/non fissanti il
complemento (c1q/c3d)

Nel follow-up permette interventi terapeutici
mirati (diagnosi di AMR/monitoraggio dei DSA)



Luminex: nuove problematichell

 Validazione della metodica
* Validazione dei r'eagen’ri (variazioni da lotto a lotto)

* Qualificazione dell'operatore



Luminex: nuove problematichell
Effetto prozona

Il siero sembra negativo o debolmente
positivo quando testato intero, ma diventa
positivo quando viene diluito, pretrattato
(DTT-EDTA) o inattivato al calore.

* Eccesso di anticorpi
* Presenza di IgM
* Presenza di complemento



Luminex: nuove problematichell

Anticorpi naturali

Lachmann et al., Transfus Med Hemother 2013; 40:182-189
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Luminex: nuove problematichell
Anticorpi naturali

Lachmann et al., Transfus Med Hemother 2013; 40:182-189
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Dall'analisi degli epitopi, questi anticorpi sembrano reagire con residui
aminoacidici hon convenzionalmente esposti.



Luminex: nuove problematichell
Densita antigenica

Lachmann et al., Transfus Med Hemother 2013; 40:182-189
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Conclusioni

* La tecnologia Luminex & una techica sofisticata e
richiede competenza ed esperienza.

« Identifica tutte le allo-immunizzazioni con grande
sensibilita e fornisce i mezzi per riconoscere quali
anticorpi siano di reale rilevanza clinica.

« E diventata un valido supporto anche nei trapianti
alternativi di cellule staminali emopoietiche e nella
medicina trasfusionale.



Conclusioni

e L'uso della tecnologia luminex ha rivoluzionato i
protocolli trapiantologici e terapeutici, ha permesso la
ridefinizione delle liste d'attesa e la fattibilita di
trapianti un fempo impensabili.

« L'impiego combinato delle diverse metodiche di analisi
dei sieri (cellulari e su fase solida) consente di
determinare un preciso profilo immunologico per ogni
candidato al frapianto e una ottimizzazione della
scelta donatore-ricevente
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