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Il chimerismo oltre gli STR nel trapianto di CSE



Chimerismo, quali markers?

0.5% variabilità genetica
inter-individuale

Qualunque differenza genetica tra gli individui
può essere usata per analisi di chimerismo

Single Nucleotide 
Polymorphisms (SNPs)

Copy Number
Variations (CNVs)

Insertion, Deletion, Duplication

Short Tandem Repeat (STR) HLA Polymorphisms



Chimerismo, quali settings?

ogni PERSONA  è UNICA    ..……   ogni ALLO-TRAPIANTO di CSE
è un’UNICA COMBINAZIONE di 2 PERSONE 

(o più PERSONE per ALLO-TRAPIANTI MULTIPLI) 



Studio di Chimerismo

Quindi studiare un chimerismo in un paziente trapiantato

vuol dire fare uno “Studio Personalizzato” basandosi sulle 
caratteristiche del paziente pre-trapianto e del/i donatore/i

TROVA LE DIFFERENZE 



Chimerismo, quale timing?

Il Chimerismo post-trapianto è un  FENOMINO DINAMICO

........ cambia nel tempo

Studiare la Cinetica di Chimerismo e le

Variazioni di Chimerismo



Chimerismo, quali campioni?

• Sangue periferico

• Sangue midollare

• Sottopopolazioni cellulari  (beads, flow)

• Biopsia

• Sciacquo boccale

• Saliva

• …………..



Chimerismo, significato clinico

Allo-Trapianto di cellule stamiali

• Engraftment
• Relapse
• Donor immunological reconstitution on different cell lines
• Graft surveillance for reduced intensity conditionings
• Classification of the relapse: classical or  HLA loss
• Monitoring for DLI teatment
• ………



Chimerismo, prospettive e potenzialità



Chimerismo, prospettive e potenzialità



Chimerismo, quale metodi?

1. Informativo e specifico

2. Sensibile

3. Quantitativo e accurato

4. Riproducibile



Techniche e Tecnologie

PCR & elettroforesi capillare

Real Time PCR

Droplet digital PCR & Crystal digital PCR 

NGS
 PCR & Spettrometria di massa

 KDM5D mRNA hybridization & flow cytometry

BASATE SU POLIMORFISMI GENETICI

INSTRUMENT, DNA INPUT, THROUGHPUT, TOTAL HAND ON TIME, TOTAL ANALYSIS TIME, ….



Techniche e Tecnologie

PCR & Elettroforesi Capillare

Real Time PCR

Droplet digital PCR

NGS

BASATE SU POLIMORFISMI GENETICI



PCR & Elettroforesi Capillare (1)

Short Tandem Reapeats

• markers: microsatelliti, sequenze di DNA ripetute altamente

polimorfiche + amelogenina (range n. ripetizioni 4-50)

• dimensione frammento ripetuto: 3-7 pb (tetra- & penta nucleotidi, less stutter peaks)

• sensibilità 1-5%

• test di screening & quantificazione

LOCI STR + AMELOGENINA (X,Y)

separazione frammenti tramite 
elettroforesi capillare

ELETTROFEROGRAMMA

multiplex PCR

individuo 1:  n=4 individuo 2:  n= 6

frammento PCR atteso di 20 pb frammento PCR atteso di 30 pb

30 bp20 bp

M

S

sequencer



PCR & Elettroforesi Capillare (2)

IN/DEL Polymorphisms

• markers: inserzioni/delezioni + amelogenina

• sensibilità 2-5%

• test di test di screening & quantificazione

IN/DEL + AMELOGENINA (X,Y)

separazione frammenti tramite 
elettroforesi capillare

ELETTROFEROGRAMMA

multiplex PCR

M

S

&

sequencer
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Real Time PCR

Droplet digital PCR

NGS

BASATE SU POLIMORFISMI GENETICI



Real Time PCR

• markers: inserzioni/delezioni & SNPs & HLA

• sensibilità 0.05%  in funzione di: input & quality of DNA

• test di test di screening (multiplex and monoplex) & quantificazione (monoplex only)

• quantificazione relativa:   % = 2-DDCt x 100     (Livak et al. Methods, 2001)



Techniche e Tecnologie
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Real Time PCR
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BASATE SU POLIMORFISMI GENETICI



Droplet Digital PCR

• markers: inserzioni/delezioni & SNPs & HLA

• sensibilità 0.05-0,1%  in funzione di: input (minore di RT-PCR; maggiore di STR) & quality of DNA

• test di test di screening (ddPCR e STR) & quantificazione (ddPCR)

• quantificazione assoluta con reference gene (duplex PCR), end point PCR – no curva standard

Poisson statistics



Techniche e Tecnologie

PCR & Elettroforesi Capillare

Real Time PCR

Droplet digital PCR

NGS

BASATE SU POLIMORFISMI GENETICI



Next Generatio Sequencing

• markers: inserzioni/delezioni & SNPs & HLA

• sensibilità 0.1% 

• test di quantificazione (non serve screening test)

• algoritmi di quantificazione,depth of coverage based



Chimerismo e Terapie avanzate





Chimerismo e Clinica: US survey



Chimerismo e Clinica: US survey



Chimerismo e Linee Guida



Chimerismo e indicazioni Tecniche



Chimerismo, Controlli di Qualità e 
Accreditamento EFI
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