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Premessa

L’aumento delle indicazioni al trapianto di cellule staminali emopoietiche (CSE), la
sempre maggiore disponibilita di donatori nei Registri internazionali, i continui
progressi nelle terapie hanno reso il trapianto di CSE una opzione terapeutica
consolidata per un numero sempre piu ampio di pazienti, nonostante la complessita
delle procedure e la possibilita di complicazioni gravi nel post-trapianto. L’esito del
trapianto allogenico di CSE é influenzato in maniera significativa dal grado di
istocompatibilita tra donatore e ricevente: €& stato dimostrato che differenze
antigeniche e/o alleliche (mismatches), nel secondo e nel terzo esone dei geni HLA
di classe | e nel secondo esone per i geni HLA di classe I, sono significativamente
associate ad una ridotta sopravvivenza (OS) del ricevente, sia nei regimi mieloablativi
che in quelli a ridotta intensita (Petersdorf et al. Blood 2004, Lee et al. Blood 2007,
Pidala et al, Blood 2014, Kekre et al. Am J Hematol 2016, Picardi A et al. Transplant
Cell Ther 2021). Dati recenti indicano che l'esito del trapianto puo essere
negativamente influenzato anche dalla presenza nel ricevente di anticorpi anti-HLA
specifici, diretti verso gli antigeni HLA del donatore (DSA - DonorSpecificAntigens)
(Spellman et al, Blood 2010), in particolare nel trapianto da donatore aploidentico
(Little et al,Int J Immunogenetics 2016, Ciurea et al BMT 2020). Nuove evidenze
emergono su ulteriori fattori che possono influenzare I'outcome del trapianto, quali il
matching DPB1 (Fleichhauer K et al, Lancet Oncol 2012, Oran B et al, Blood 2018;
Morishima S et al, Blood 2018, Ghobadi A et al, Curr Res Transl Med. 2019, Lorentino
F et al, Haematologica 2020) e I'analisi dei geni KIR nei trapianti da donatore non
correlato e in quelli da donatore aploidentico (Neuchel C et al, PloseOne2017,
Graczyk-Pol E et al, HLA 2018, Willem C et al, J Immunol 2019). Negli 88 Centri
Trapianto presenti in Italia (https://www.gitmo.it/storage/gitmo/article/pdf/123/743-
Book%20GITMO 2021 4%20May2021 finale%20copia.pdf), vengono esegquiti
circa 2.000 trapianti allogenici di CSE/anno (1.911 nel 2020, dati GITMO), con un

incremento medio annuo del 5-10%. A differenza di altri nazioni, dove l'attivita di

Immunogenetica e Istocompatibilita & piu centralizzata, ['ltalia ha una realta
caratterizzata dalla presenza di numerosi laboratori di Istocompatibilita,
sensibilmente diversi tra loro per volume di prestazioni e dotazione di risorse, con
conseguenti disomogeneita nei processi assistenziali e nei relativi esiti. Societa

scientifiche internazionali come European Federation for Immunogenetics (EFI) e


https://www.gitmo.it/storage/gitmo/article/pdf/123/743-Book%20GITMO_2021_4%20May2021_finale%20copia.pdf
https://www.gitmo.it/storage/gitmo/article/pdf/123/743-Book%20GITMO_2021_4%20May2021_finale%20copia.pdf

American Society for Histocompatibility and Immunogenetics (ASHI) hanno
sviluppato programmi di accreditamento, obbligatori in Italia per i laboratori di
istocompatibilita impegnati nelle attivita relative ai trapianti, che prevedono
'adeguamento a standard minimi di qualita. Tuttavia, le nuove evidenze scientifiche
suggeriscono la necessita di fornire agli operatori coinvolti nell'istocompatibilita
indicazioni univoche e condivise relative alla definizione della compatibilita HLA nelle
diverse tipologie di trapianto di CSE.

Sulla base di linee guida internazionali e della letteratura piu recente in tema di
trapianto di CSE, il gruppo di studio ha elaborato le presenti raccomandazioni
auspicando di fornire un utile strumento per migliorare la qualita dell’assistenza,
potenziando la sinergia con i clinici trapiantologi (GITMO) e permettendo una

maggiore razionalizzazione dell’'utilizzo delle risorse disponibili.

Metodologia e gradi di raccomandazione

Raccolta dei dati esistenti in letteratura utilizzando, come fonti Pubmed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), Cochrane (http:// www.thecochranelibrary.
com/), EMBASE (http://www.embase.com/) etc. ed attribuzione del grado di
raccomandazione secondo la seguente scala:

Forza della raccomandazione: - Livello 1 alto impatto clinico. Raccomandato "Must"
- Livello 2 basso impatto clinico. Consigliato "Should"

Grado evidenza: - grado A: consenso in letteratura o presente in standard o linee
guida di istituzione o Societa Scientifica di riferimento
(EFI, IBMDR, EBMT, NMDP, BSHI etc.)

- grado B: indicazione da estesi dati di letteratura

- grado C: parere su expertise Gruppo di Lavoro AIBT

Ambito di applicazione
Le presenti raccomandazioni sono dedicate ai Programmi Trapianto che eseguono le
seguenti tipologie di trapianto di cellule staminali emopoietiche:

1. trapianto da donatore familiare HLA identico o mismatched per un singolo locus
2. trapianto da donatore familiare HLA aploidentico
3. trapianto da donatore non familiare



Queste attivita devono obbligatoriamente essere eseguite da laboratori in possesso di
accreditamento internazionale (EFI, ASHI) con personale in possesso dei requisiti previsti
dagli standard degli enti accreditatori.(1A)

Termini e livelli di risoluzione nella tipizzazione HLA

Gli alleli HLA possono essere identificati a vari gradi di risoluzione in base alle metodologie
di tipizzazione usate. Per uniformare la comunicazione tra laboratori, clinici e registri &
necessario utilizzare definizioni del livello di tipizzazione condivise, cosi come definite dal
Harmonization of Histocompatibility Typing Terms Working Group (Nunes E. et al, Blood
2011):

1. Risoluzione allelica: Il risultato della tipizzazione é rappresentato da un unico allele tra
qguelli identificati nella versione piu recente del IPD-IMGT/HLA database
(http://hla.alleles.org).

2. Alta Risoluzione: Il risultato della tipizzazione e rappresentato da un set di alleli che
codificano per la stessa sequenza aminoacidica nella regione della molecola che
corrisponde all' Antigen Recognition Domain (ARD, include 2° e 3° esone per le molecole
HLA di classe | e 2° esone per le molecole HLA di classe 1l) e che escluda alleli non espressi
(Null) o con espressione dubbia (Q). E possibile utilizzare la nomenclatura WHO per gli alleli
dei gruppi P.

3. Bassa Risoluzione: Il risultato della tipizzazione e rappresentato dalla caratterizzazione
di antigeni o gruppo di antigeni HLA ed é limitato al primo campo (2 digits) della
nomenclatura HLA DNA-based.

4. Altri livelli di risoluzione: Se l'alta risoluzione non é effettuabile dal laboratorio, i risultati
possono essere riportati come risoluzione media, come ad esempio una tipizzazione che
tenga conto solo degli alleli Common/Well Defined o come la designazione degli alleli in
gruppi G, tenendo conto che un'eventuale ambiguita con alleli Null (es, A*01:01:01G) 0 Q
deve (must) essere indicata in referto. Nel referto deve (must) essere definito il livello di
risoluzione adottato dal laboratorio.

5. Tipizzazione estesa: E una tipizzazione eseguita per aggiungere informazioni ad una
tipizzazione gia effettuata, estesa o ad ulteriori loci non ancora tipizzati o a un livello di
risoluzione superiore. Nel caso si utilizzi un campione differente e comprenda la verifica dei
loci gia tipizzati puo essere considerata anche come tipizzazione di verifica.

6. Tipizzazione di verifica: E una tipizzazione eseguita su un campione diverso con lo scopo
di verificare la concordanza con i risultati ottenuti con il primo campione. Non € necessario
lo stesso livello di risoluzione della prima tipizzazione, ma solo la concordanza tra le due
tipizzazioni.


http://hla.alleles.org/

Abbreviazioni:

ASHI
ARD
cDC
CDC-XM
CSE
DSA
EFI
FCXM
GITMO
GVHD
HLA
HVG
IBMDR
IPA
IPD
KIR
MUD
NGS
NIMA
oS
PRA
PT
TNC
TCE
ucB
WMDA

American Society for Histocompatibility and Immunogenetics
Antigen Recognition Domain
Citotossicita Complemento Dipendente
Cross Match citotossico

Cellule Staminali Emopoietiche
Anticorpi Donatore Specifici

European Federation for Immunogenetics
Cross Match citofluorimetrico

Gruppo Italiano Trapianto Midollo Osseo
Graft Versus Host Disease

Human Leucocyte Antigens

Host Versus Graft

Italian Bone Marrow Donor Registry
Inherited Paternal Antigens

Immuno Polymorphism Database

Killer Immunoglobulin Like Receptor
Marrow Unrelated Donor

Next Generation Sequencing

Not Inherited Maternal Antigens

Overall Survival

Panel Reactive Antibodies

Programma Trapianto

Total Nucleated Cells

T Cell Epitope

Umbelical Cord Blood

World Marrow Donor Association



1 - TRAPIANTO DA DONATORE FAMILIARE HLA COMPATIBILE

La ricerca di un donatore per un paziente in attesa di un trapianto di cellule staminali
emopoietiche &€ generalmente eseguita prima all'interno del nucleo familiare. La probabilita
di individuare un donatore compatibile HLA identico, € di circa il 25% - 30% dei nuclei
familiari analizzati.

1.1 Prima tipizzazione

Per valutare la compatibilita di un potenziale donatore all’interno del gruppo familiare si deve
(must) eseguire la tipizzazione almeno dei loci HLA-A, -B, -C e -DRB1 a bassa risoluzione
sul paziente e su tutti i membri della famiglia, inclusi i fratelli, i genitori e i figli ove disponibili.
| familiari clinicamente non idonei alla donazione, sulla base di una valutazione anamnestica
eseguita dagli ematologi al momento dello studio familiare, possono essere tipizzati
ugualmente al fine della corretta definizione della segregazione aplotipica.

Nei casi in cui gli aplotipi parentali siano segregabili inequivocabilmente & possibile
identificare un donatore HLA genotipicamente identico, anche senza eseguire la
tipizzazione estesa (Nunes E et al, Blood 2011). La segregazione corretta degli aplotipi
parentali € rilevante anche per la scelta di un possibile donatore aploidentico. (1A)

Nei nuclei familiari in cui la segregazione degli aplotipi parentali non sia possibile o non
sia univoca (ad esempio nei casi in cui i genitori condividono un aplotipo o un genitore risulti
omozigote ad uno o piu loci), il donatore apparentemente HLA-identico & definito
fenotipicamente identico.

Nota: Considerando che all'interno del nucleo familiare le probabilita di individuare un donatore
genotipicamente o fenotipicamente HLA compatibile per un paziente sono relativamente scarse e
che pertanto potrebbe essere necessario indirizzare rapidamente il paziente verso un trapianto da
donatore non correlato (MUD, Matched Unrelated Donor) o aploidentico (Aplo), € raccomandato
eseguire sul candidato gia in questa fase una tipizzazione genomica per i loci HLA-A, -B, -C, -DRB1,
-DQB1 e -DPBL1 ad alta risoluzione, oltre che, facoltativamente, per i loci HLA-DRB3/4/5, -DQAL e -
DPAL. (Picardi A et al, Transfusion 2017).(1C)

1.2 Tipizzazione estesa per donatori familiari HLA identici

1.2.1 Tipizzazione estesa per donatori familiari HLA genotipicamente identici

Quando all'interno del nucleo familiare, in base alla segregazione degli aplotipi, sia
stato individuato un donatore genotipicamente identico, & raccomandato (should) eseguire
sulla coppia donatore-ricevente la tipizzazione del locus DPB1 per escludere eventuali
eventi di ricombinazione genetica, relativamente frequenti a causa del basso linkage
disequilibrium tra il locus DPBL1 e le altre regioni di classe Il (Mariano L et al., BBMT 2019).
Dal punto di vista clinico i mismatches al locus DPB1 possono essere "permissivi" 0 "non
permissivi", distinzione basata sulla minore o maggiore capacita di specifici allotipi DP di
indurre risposte alloreattive da parte di linfociti T (Fleischhauer K et al, Blood 2017). (2B)
Identificare un donatore con mismatches DPB1 TCE (T cell epitope)- permissivi & associato
ad un miglioramento significativo dell'esito del trapianto di CSE (vedi paragrafo 3.2).

1.2.2 Tipizzazione estesa per donatori familiari HLA fenotipicamente identici



Qualora all'interno del nucleo familiare non sia possibile individuare univocamente la
segregazione aplotipica, sul paziente e sul donatore fenotipicamente identico si deve (must)
eseguire la tipizzazione ad alta risoluzione dei loci HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 e DPB1 o
almeno dei loci in cui e riscontrata ambiguita di segregazione. La tipizzazione di altri loci
puo essere eseguita se richiesta da protocolli trapianto locali. (1A) Nel caso in cui si rilevino
1 o piu mismatches nella coppia donatore-ricevente, come per esempio in caso di crossing
over, si deve (must) eseguire lo screening degli anticorpi anti-HLA nel ricevente (vedi par
4.1)

1.2.3 Tipizzazione di verifica

Prima del trapianto la tipizzazione HLA deve (must) essere ripetuta su un secondo
campione biologico sia del paziente che del donatore individuato con lo scopo di verificare
la concordanza con i risultati ottenuti con il primo campione. In questo caso sara sufficiente
eseguire la tipizzazione almeno per i loci HLA-A, -B, -DRB1 a bassa risoluzione. (1A)

2 -TRAPIANTO DA DONATORE FAMILIARE HLA APLOIDENTICO

In mancanza di un donatore HLA genotipicamente o fenotipicamente identico
all'interno del nucleo familiare e quando non sia possibile ricercare un MUD nei registri
internazionali (a questo scopo sono utili algoritmi disponibili per la prognosi della ricerca,
tipo http://search-prognosis.b12x.org), sono state sviluppate nel corso degli anni strategie
trapianto alternative e di profilassi della GVHD. Soluzioni alternative di trapianto di cellule
staminali emopoietiche sono rappresentate, ad esempio, dall'impiego del sangue cordonale
o dalla possibilita di selezionare per il paziente un donatore familiare parzialmente
compatibile. Tra i consanguinei del paziente (genitore, figlio, fratello, in alcuni casi anche
cugino, nipote, zio) puod essere identificato un donatore aploidentico, cioé che condivide con
il paziente uno stesso aplotipo HLA, consentendo al paziente l'accesso alla terapia
trapiantologica con risultati soddisfacenti per alcune tipologie di pazienti/patologie (Luznik L
et al,BBMT2008; Mancusi A et al, Blood 2015; Elmariah H et al, BBMT 2018; Ciurea SO et
al, BMT 2020).

2.1 Primatipizzazione

Il Laboratorio deve disporre dei dati della prima tipizzazione, eseguita su tutti i membri
della famiglia del paziente, come descritto nel paragrafo 1.1 del presente documento.
Vengono pertanto qui di seguito descritti soltanto i test richiesti nel trapianto da donatore
aploidentico.

2.2 Tipizzazione estesa per donatori correlati HLA aploidentici

Qualora attraverso lo studio della segregazione familiare sia possibile identificare tra
i consanguinei del paziente un donatore che condivida un intero aplotipo HLA individuato
univocamente, il donatore e definito genotipicamente aploidentico. In tal caso la tipizzazione
deve (must) essere estesa come per il donatore genotipicamente identico (paragrafo
1.2.1).(1A) In assenza di una segregazione inequivocabile degli aplotipi, I'aploidenticita del
donatore (donatore fenotipicamente aploidentico) deve (must) essere confermata dalla



tipizzazione ad alta risoluzione almeno dell'aplotipo condiviso per i loci HLA-A, -B, -C, -
DRB1, -DQB1 e DPB1.(1A)

2.2.1 Tipizzazione di verifica

Prima del trapianto la tipizzazione HLA deve (must) essere ripetuta su un secondo
campione biologico sia del paziente che del donatore individuato con lo scopo di verificare
la concordanza con i risultati ottenuti con il primo campione. In questo caso sara sufficiente
eseguire la tipizzazione almeno per i loci HLA-A, -B, -DRB1 a bassa risoluzione. (1A)

2.3 Ricerca anticorpi anti-HLA
Nella selezione del donatore aploidentico, data la presenza di numerosi mismatch tra

donatore e ricevente, deve (must) essere eseguita la ricerca di anticorpi anti-HLA nel
ricevente, per evitare la possibilita che anticorpi anti-HLA donatore-specifici (DSA)
compromettano l'outcome del trapianto, come dimostrato da numerosi studi recenti
(Spellman et al, Blood 2010; Little et al, Int J Immunogenetics 2016; Ciurea et al, BMT 2020).
(1A) Si raccomanda di eseguire lo screening degli anticorpi anti-HLA nelle fasi inziali della
ricerca del donatore, in modo da consentire la selezione del miglior donatore disponibile e
di ripetere I'analisi al momento del work up, per la definizione del rischio clinico e I'eventuale
necessita di applicare protocolli di desensibilizzazione. (2B)

Un approfondimento sulla ricerca di anticorpi anti-HLA nel trapianto di CSE e riportato
nel paragrafo 4.1.

2.4 Alloreattivita NK mediata
Numerosi studi hanno dimostrato che la presenza di una popolazione NK alloreattiva

nel donatore & associata a un miglior decorso clinico del trapianto aploidentico (Ruggeri L
et al, Science 2002; Lueng WJ et al,iImmunol 2004), cosi come la presenza di particolari
genotipi KIR (B/X e analisi del valore del B content) (Oevanmann L et al, Blood 2014;
Michealis SU et al, Ann Hematol 2014) e di determinati geni KIR attivatori (Mancusi A et al,
Blood 2015; Ido K et al, Biol Blood Marrow Transplant 2019). Questi studi hanno condotto
'EBMT (European Bone Marrow Transplantation) ad includere 'analisi dei geni KIR nelle
raccomandazioni per I'analisi dei donatori aploidentici (Ciurea SO et al, Bone Marrow
Transplant 2019). Nei casi in cui venga richiesta la valutazione della alloreattivita NK
mediata, la coppia ricevente-donatore aploidentico deve (must) essere esaminata in bassa
risoluzione per il locus A e in alta risoluzione per i loci HLA-B e —C; deve inoltre essere
eseguito lo studio del repertorio dei geni KIR del donatore. (2C)

Sono disponibili applicazioni per individuare nella coppia donatore-ricevente la
possibilita di alloreattivita NK-mediata, come il software KIR ligand calculator del sito IPD-
IMGT (https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/ligand.htim).

Un approfondimento dello studio della alloreattivita NK mediata nel trapianto di CSE e
riportato nel paragrafo 4.2.

3 -TRAPIANTO DA DONATORE NON CORRELATO

Il donatore non correlato (MUD) viene reclutato attraverso una ricerca nelle banche
dati presenti nei registri nazionali di donatori di CSE, riuniti nella WMDA (World Marrow
Donor Association). Per I'ltalia il Registro Nazionale € I'lBMDR (ltalian Bone Marrow Donor



Registry), la cui attivita é disciplinata da standard di funzionamento annualmente aggiornati
e adeguati agli avanzamenti tecnologici e scientifici. Questi prevedono che “Il donatore
reclutato e tipizzato per le caratteristiche HLA-A,B,C, DRB1, DQB1 (1A) e DPB1 (2A)- (con
metodiche di biologia molecolare a risoluzione medio/alta— 2 campi —con possibilita di
utilizzare la nomenclatura WHO con i G/P e eventuale indicazione di ambiguita rare)” (V_24
St.11.21), preferibilmente mediante tecnologie a risoluzione allelica (NGS), a partire da
campione di sangue periferico o salivare da cui estrarre il DNA.

La probabilita di individuare un donatore compatibile per i loci HLA-A, -B, -C, -DRB1, -
DQB1(10/10) e attualmente circa 80% per gli individui caucasici, decresce notevolmente
per gruppi etnici diversi (Gragert L et al., NEJM 2014). In Italia, la probabilita di trovare un
donatore 8/8 & cambiata nel tempo come segue: nel 2012: 54%, nel 2017: 67%, nel 2018:
72%. (Sacchi N, Presentazione Congresso AIBT 2019).

3.1 Tipizzazione del paziente per attivazione della ricerca di donatore non correlato

Il paziente candidato ad un trapianto da donatore non correlato deve (must) essere
tipizzato ad alta risoluzione per i loci HLA-A, -B, -C, -DRB1, e -DQBL1 e, facoltativamente,
per iloci HLA-DRB3/4/5, -DQAL, -DPB1 e -DPAL. (1A) Questa tipizzazione viene definita di
“Attivazione MUD” per il paziente. | dati genetici ottenuti devono essere inseriti dal
laboratorio che ha eseguito la tipizzazione nel software gestionale IBMDR per attivare la
ricerca.

Data la rilevanza clinica della eventuale presenza di anticorpi anti-HLA nel paziente,
in particolare quelli specificamente diretti nei confronti del donatore (DSA), e altamente
raccomandato (must) eseguire lo screening degli anticorpi anti-HLA all'attivazione della
ricerca e ripetere l'analisi al momento del work up (vedi par 4.1)

Nota: Eventuali casi di omozigosi riscontrati nelle tipizzazioni di pazienti con alta
concentrazione di cellule neoplastiche circolanti devono (must) essere confermati da studi
familiari o dalla ripetizione della tipizzazione, possibilmente con altra metodica e/o su
campioni biologici con numero ridotto di cellule neoplastiche (ad esempio tamponi salivari o
campioni di sangue periferico dopo remissione di malattia).(1A) Particolare attenzione deve
essere rivolta nei casi di pazienti gia precedentemente sottoposti a trapianto, nei quali la
persistenza di cellule del donatore potrebbe dare risultati erronei. In questi casi
bisognerebbe utilizzare campioni pre-trapianto o campioni tissutali privi di infiltrazioni
leucocitarie (ad es. tamponi salivari, swab ecc).

3.2 Tipizzazione estesa per donatore non correlato

In seqguito all'individuazione di un potenziale donatore nei registri internazionali, gli
standard IBMDR prevedono che il laboratorio di istocompatibilita di riferimento del
Programma Trapianto (PT) riceva un campione biologico del donatore selezionato su cui
deve (must) essere eseguita la tipizzazione genomica ad alta risoluzione dei loci HLA-A, -
B, -C, -DRB1, -DQB1 e -DPB1, facoltativamente quella dei loci HLA-DRB3/4/5, -DQAL e -
DPAL1 in base al protocollo trapianti locale. (LA) Come gia descritto nel paragrafo 1.2.1, il
debole linkage disequilibrium del locus DPB1 implica che i mismatches nella coppia
ricevente-MUD siano molto frequenti, anche nelle coppie compatibili per tutti gli altri loci
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(circa 80%, Petersdorf EW et al, Br J Haematol 2001). E pertanto rilevante per I'outcome
del trapianto identificare i mismatches TCE permissivi e non permissivi; a tale scopo sono
disponibili sul web tools che consentono di predire gli effetti del mismatch ricevente-MUD al
locus DPB1 in base ad algoritmi aggiornati, come il DPB1 T-Cell Epitope Algorithms
(http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/dpb_v2.html).(2A)

Nel web sono disponibili anche altri algoritmi (PIRCHE, HLA-Matchmaker) in grado di
stimare il rischio di sviluppare risposte alloreattive correlato a specifici mismatches HLA.

E riportato che, oltre al numero, anche la direzionalita dei mismatches rilevati nella coppia
donatore-ricevente e un fattore che puo influenzare I'esito del trapianto di CSE. In particolare
I mismatches host versus graft (HVG) sembrano avere una prognosi migliore dei
mismatches graft versus host (GVH) e bidirezionali (Hurley CK et al, Blood 2013). E pertanto
raccomandabile (should) la descrizione dei mismatches e la loro direzionalita nel referto di
tipizzazione. (2B)

Nota: Come riportato negli standard di funzionamento del programma nazionale italiano di
donazione di CSE da donatore non familiare (standard IBMDR) in vigore la tipizzazione dei geni KIR
puod essere richiesta dal Programma Trapianto anche durante il percorso della selezione dei donatori
non correlati. Queste indicazioni vanno aggiornate in relazione alla revisione annuale degli standard
IBMDR. E stato infatti osservato che alcune categorie di pazienti che ricevono il trapianto da donatori
caratterizzati da particolari genotipi KIR (B/X) e da un alto valore di B content (=2) hanno un miglior
decorso clinico (Cooley S et al, Blood 2010; Cooley S et al, J Immuonol2014; Bachanova V et al,
Biol Blood MarrowTranspant 2016).

3.3 Tipizzazione estesa per unita di cordone ombelicale

Il trapianto di CSE da cordone ombelicale € una opzione terapeutica consolidata sia per
pazienti pediatrici che adulti (Ballen KK et al, BBMT 2019). Fattori indipendenti che
influenzano significativamente l'esito del trapianto sono la dose di cellule criopreservate
nell'unita (TNC>3.0x107/kg o CD34*>1.5x10°/kg) e il grado di matching HLA, motivo per cui
attualmente la selezione delle unita di cordone ombelicale per il trapianto prevede la
tipizzazione ad alta risoluzione almeno dei loci HLA-A, HLA-B, HLA-C e HLA-DRB1 (Eapen
M et al, Blood 2014). (1A) Una volta individuata una unita candidabile, prima dell'inizio del
regime di condizionamento del paziente, deve (must) essere eseguita una tipizzazione di
verifica almeno dei loci HLA-A, HLA-B, HLA-C e HLA-DRBL1 ad alta risoluzione e altri loci
se richiesti dal PT, utilizzando un segmento associato (attached) all’'unita cordonale. Nel
caso non fossero disponibili segmenti attached, in accordo con il PT, la tipizzazione puo
essere eseguita su un campione satellite. In questo caso, la tipizzazione deve (must)
ripetuta dal laboratorio di istocompatibilita di riferimento del PT su un campione prelevato
direttamente dall'unita immediatamente dopo lo scongelamento,, completando la
tipizzazione almeno per i loci HLA-A, HLA-B e HLA-DRB1 a bassa risoluzione il piu
velocemente possibile. (1A)

Nota: E riportato in letteratura che l'influenza sull'esito del trapianto di CSE della condivisione o
meno tra donatore e ricevente di antigeni NIMAs (Non Inherited Maternal Antigens) e IPAs (Inherited
Paternal Antigens), nota gia per i trapianti d'organo (Jankowska-Gan E et al, Transpl 2011) e

11


http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/dpb_v2.html

particolarmente evidente nel caso di trapianto di sangue cordonale (van Rood JJ et al, PNAS 2009;
Van der Zanden HG et al, BBMT 2014). (2C)

3.4 Tipizzazione di verifica

Prima del trapianto la tipizzazione di verifica del paziente deve (must) essere eseguita
su un secondo campione per verificare la tipizzazione precedente, almeno per i loci HLA-A,
-B a bassa risoluzione, discriminando gli equivalenti split sierologici, e HLA-DRB1 ad alta
risoluzione. Per il donatore, i dati genetici inseriti nel registro possono essere considerati
come prima tipizzazione. (1A)

4.1 Ricerca anticorpi anti-HLA donatore specifici
Nel ricevente di CSE non puo essere esclusa la presenza di anticorpi anti-HLA nel

paziente, in particolare quelli specificamente diretti nei confronti del donatore (DSA), a causa
di immunizzazioni pregresse. In presenza di mismatch nella coppia donatore-ricevente si
deve pertanto eseguire (must) lo screening degli anticorpi anti-HLA, in particolare nel
trapianto aploidentico caratterizzato dalla presenza di numerosi mismatch tra donatore e
ricevente per la presenza di un intero aplotipo HLA non condiviso.

Un recente studio multicentrico indica che, in una analisi multivariata, fattori
indipendenti di rischio di formazione di anticorpi nel ricevente in attesa trapianto di CSE
siano, oltre che il numero delle gravidanze e delle trasfusioni, anche il sesso femminile e la
patologia di base (sindrome mielodisplastica) (Huo MR et al, Hum Imm 2018). E pertanto
rilevante eseguire nel caso di trapianto aploidentico la ricerca di anticorpi anti-HLA nel
ricevente, per permettere al clinico una scelta tra i possibili donatori aploidentici e ripetere
la ricerca al momento del work up per una definizione del rischio clinico e I'eventuale
desensibilizzazione. La ricerca deve essere estesa ad anticorpi diretti contro tutte le
specificita HLA di | e Il classe.

La tecnica di riferimento per la ricerca degli anticorpi € la Beads Based Immunoassay
(Luminex) che permette di identificare le singole specificita HLA e 'ampiezza o spettro di
immunizzazione (PRA), eventualmente integrata con altre tecniche (CDC, C1g/C3d, CDC-
XM, FCXM). La ricerca degli anticorpi anti-HLA dovrebbe essere effettuata anche in altre
tipologie di trapianto da donatore non HLA identico (CSE da cordone ombelicale, Mis-
Matched Unrelated Donor - M-MUD) (Dehn J et al, Blood 2019) ed e preferibile eseguirla
nelle fasi iniziali della ricerca del donatore, in virtu dell’opportunita, laddove possibile, di
cambiare il donatore in caso di presenza di DSA; inoltre, se nel ricevente fossero presenti
anticorpi diretti contro epitopi espressi da loci che non sono stati tipizzati nel donatore (per
es. DQA1L, DPA1), sarebbe indicata la tipizzazione di questi loci per discriminare tra DSA o
non DSA (vedi allegato A).

4.2 Tipizzazione KIR
L’attivita anti-leucemica esercitata dalle cellule NK del donatore € in gran parte

determinata dall’interazione tra i recettori KIR (espressi sulle cellule NK) e le molecole HLA
di classe | (espresse sulle cellule leucemiche). Il locus KIR comprende numerosi geni
(KIR2DL1, KIR2DL2/L3, KIR2DL4, KIR2DL5A, KIR2DL5B, KIR3DL1/S1, KIR3DL2,
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KIR3DL3, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5) e due pseudogeni
(KIR2DP1 e KIR3DP1) ed e caratterizzato da un elevato grado di polimorfismo sia aplotipico
che allelico. Di conseguenza I'analisi dei geni KIR & necessaria perché individui differenti
sSono spesso caratterizzati da repertori KIR diversi.

Numerosi studi hanno suggerito I'analisi dei geni KIR come criterio aggiuntivo nella
selezione del donatore aploidentico. Varie evidenze scientifiche hanno spinto la Societa
Europea EBMT ad includere I'analisi dei geni KIR nelle raccomandazioni per I'analisi dei
donatori aploidentici (Ciurea SO et.al, Bone Marrow Transplantation 2019). E importante
pero ricordare che I'eterogeneita delle patologie (malattie ematologiche maligne o patologie
non neoplastiche, ALL o AML, dell’adulto o del bambino), lo stato di malattia (remissione
completa o parziale, CR o PR), I'eterogeneita dei protocolli trapiantologici (purificazione di
precursori del sistema ematopoietico, deplezione ex-vivo di cellule T o/p e di cellule B,
deplezione in-vivo di cellule T alloreattive), di condizionamento e del trattamento
farmacologico post-trapianto rendono, al momento, difficile definire un algoritmo univoco da
applicare allo studio dei geni KIR nel contesto del trapianto aploidentico (Kongtim P et al,
Seminars in Hematology 2019; Wright PA et al, HLA 2020) (vedi allegato B).
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ALLEGATO A

Anticorpi anti HLA e DSA nel trapianto di cellule staminali emopoietiche

Le presenti raccomandazione fanno riferimento alle linee guida EBMT (European Bone
Marrow Transplant) per la ricerca e identificazione degli anticorpi anti HLA nel trapianto di
CSE aploidentico (1).

Il rigetto e raro nel trapianto da donatore HLA identico, sibling o MUD (<3%), e frequente
nel trapianto da donatore alternativo, aploidentico o cordone (>10%) a causa dei mismatch
HLA e la ridotta competenza immunologica del graft (2). Studi clinici (3) indicano che gli
anticorpi anti HLA specifici verso il donatore (DSA, Donor Specific Antibodies) sono il fattore
di rischio piu importante per il rigetto. Il rigetto si manifesta clinicamente come mancato o
ritardato attecchimento (graft failure) o insufficiente funzione midollare (poor graft function).
Entrambe le condizioni impattano in maniera fortemente negativa sulla mortalita
trapiantologica (transplant related mortality) e la sopravvivenza (overall survival) (4). Gli
anticorpi anti HLA sono frequenti nei candidati al trapianto cellule staminali emopoietiche
(CSE). Uno studio multicentrico riconosce il sesso femminile, la mielodisplasia, le
gravidanze e le trasfusioni come fattori di rischio per la presenza di anticorpi (5). Oltre il 40%
delle donne con precedenti gravidanze presenta DSA, spesso a titolo alto, anche per I'effetto
sinergico delle trasfusioni sulla immunizzazione da gravidanza (6).

Si raccomanda di effettuare lo screening degli anticorpi anti HLA all'inizio della ricerca,
qguando la probabilita di reperire un donatore HLA identico &€ bassa. (1A).

Per una corretta definizione dei DSA, si raccomanda che la ricerca degli anticorpi nel
ricevente e la tipizzazione dei candidati donatori sia estesa a tutti i loci HLA. (1B)

Si raccomanda di inserire la presenza di DSA nell’'algoritmo di selezione del donatore
missmatched sia familiare che da registro, in quest’ultimo caso come gia previsto dagli
standard IBMDR per il donatore MUD (16). (1A)

Si raccomanda, se presenti piu donatori ugualmente compatibili e similmente eleggibili, di
escludere i donatori verso cui sono presenti DSA, soprattutto se ad alto titolo (vedi dopo
Luminex MFI). (1B)

Nel trapianto MUD 10/10 si consiglia di escludere i donatori se sono presenti DSA anti- DP
ad alto titolo. (2C) Nel trapianto MUD 7/8 o 9/10, si consiglia di escludere donatori se
presenti DSA contro l'allele mismatch (7). (2B)

Nel trapianto da cordone, si raccomanda di escludere i cordoni solo per pazienti affetti da
patologie non maligne con DSA ad alto titolo. (1A) Per le patologie maligne, poiché il dato
€ piu controverso, si consiglia di escludere i donatori qualora i pazienti presentino DSA a
titolo alto (o desensibilizzare, vedi dopo) (8). (2B)

Nei candidati al trapianto aploidentico, i DSA sono particolarmente frequenti e ad alto titolo,
soprattutto nei riceventi di sesso femminile verso I'aplotipo non trasmesso dei figli (child-to-
mother) (6). Si raccomanda, per questi pazienti, di escludere donatori qualora fossero
presenti DSA ad alto titolo, soprattutto in caso di child-to-mother (1A) (in alternativa si
suggerisce di desensibilizzare) (9).

Si raccomanda di utilizzare la tecnica citometrica/Luminex in screening e identificazione di
anticorpi HLA.(1A)

20



Si consiglia di usare il valore di fluorescenza MFI (Mean Flourescence Index) come
riferimento per la definizione del rischio immunologico dei DSA. Il valore MFI >1000 é
normalmente indicato come cut-off di positivita (1). (2B)

Si consiglia di definire il rischio immunologico caso per caso (on case-by-case basis) in
rapporto allo studio immunologico e alla tipologia del trapianto, al donatore e all'urgenza
clinica. (2B)

Lo studio da cui sono derivate le Linee Guida EBMT indica una percentuale di graft failure
del 9% e del 54% rispettivamente per MFI<5000 e MFI>5000 (10). Si consiglia di
considerare il valore di MFI>5000 come cut-off di rischio immunologico, in particolare per
alleli ad alta espressione, mentre livelli di MFI bassi (<3000) non sono probabilmente fattori
di rischio per il trapianto (11). (2B)

Per una corretta stratificazione del rischio immunologico, si consiglia di integrare il test
Luminex standard con test cellulari (crossmatch citometrico -FCXM, o citotossico - CDC XM)
e funzionali (Luminex C1qg/C3d). La positivita del FCXM e del test C1q/C3d sono fattori di
rischio per il trapianto. (2B) Si raccomanda di escludere donatori qualora il test CDC XM
fosse positivo (12). (1B)

Si raccomanda di ripetere lo studio degli anticorpi, in particolare se presenti DSA, al work-
up del donatore per la definizione del rischio immunologico e l'indicazione alla eventuale
desensibilizzazione. (1B)

In presenza di DSA, si raccomanda di valutare la desensibilizzazione caso per caso, in
particolare viene raccomandata per MFI>5000 o FCXM positivo (12). (1B) Se CDC XM é
positiva 0 se DSA Luminex con MFI>20.000, la desensibilizzazione potrebbe non avere
successo (13).

Si raccomanda il monitoraggio DSA in desensibilizzazione (target MFI<5000 o0 FCXM neg)
(14). (1B)

Si consiglia di continuare il monitoraggio DSA post trapianto, fino a attecchimento completo
(15). (2B)
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ALLEGATO B
ANALISI DEI GENI KIR NEL DONATORE CSE

Numerosi studi hanno dimostrato che la presenza di particolari genotipi KIR (B/X e analisi
del valore del B content)!3, di una popolazione NK alloreattiva*’o di determinati geni KIR
attivatori nel donatore sono associati a un miglior decorso clinico del paziente® 8. Se I'analisi
dei geni KIR é richiesta si raccomanda di effettuare I'analisi del genotipo KIR, di calcolare
il valore del B content e di valutare la presenza/assenza di una popolazione NK alloreattiva.

1. Genotipo KIR

| geni KIR sono ereditati in aplotipi e, sulla base della presenza/assenza (P/A) dei diversi
geni KIR, & possibile identificare due differenti gruppi di aplotipi denominati “A” e “B”. Gli
aplotipi di tipo A includono i seguenti geni: KIR3DL3, KIR2DL3, KIR2DP1, KIR2DL1,
KIR3DP1, KIR2DL4, KIR3DL1, KIR2DS4 e KIR3DL2. Gli aplotipi di tipo B sono positivi per
almeno uno dei seguenti geni: KIR2DL2, KIR2DL5A, KIR2DL5B, KIR2DS1, KIR2DS2,
KIR2DS3, KIR2DS5, KIR3DS1. Sulla base della P/A dei vari geni KIR & quindi possibile
'assegnazione di due differenti genotipi: A/A (ovvero genotipi che includono due aplotipi di
tipo A) e B/X (dove X include la presenza di un aplotipo A o di un aplotipo B)°*L.

In diversi setting trapiantologici (trapianto MUD, sia HLA matched che HLA mismatched, e
aploidentico) e stato riscontrato un miglior outcome in pazienti che hanno ricevuto il trapianto
da donatori con genotipo di tipo B/X%3,

2. B content
Gli aplotipi KIR possono essere suddivisi in due regioni, denominate centromerica e

telomerica, delimitate dalla presenza di due geni cornice, e dalla presenza di un sito ad alta
frequenza di ricombinazione®!!. Le principali regioni centromeriche sono Cen-A, Cen-Bl e
Cen-B2. Le regioni Cen-A includono, oltre ai geni cornice, i geni KIR2DL3, KIR2DP1 e
KIR2DL1. Le regioni Cen-B sono caratterizzate dalla presenza di KIR2DS2 e KIR2DL2 e si
suddividono in due sottogruppi. Cen-B1 include oltre ai geni cornice e a KIR2DS2 e
KIR2DL2, i geni KIR2DL5B, KIR2DS3 (o KIR2DS5 in donatori provenienti dall’Africa sub
sahariana), KIR2DP1 e KIR2DL1. Cen-B2 e piu corto e manca dei geni KIR2DL5B,
KIR2DS3 (o KIR 2DS5), KIR2DP1, KIR2DL1. Le principali regioni telomeriche sono
denominate Tel-A e Tel-B. Le regioni Tel-A includono, oltre ai geni cornice, i geni KIR3DL1
e KIR2DS4, mentre le regioni Tel-B sono caratterizzate dalla presenza di KIR3DS1,
KIR2DL5A, KIR2DS3 (0o KIR2DS5) e KIR2DS1. Sulla base dell’analisi delle regioni
centromeriche e telomeriche & possibile assegnare il valore del B content?. Il valore del B
content, un numero compreso tra 0 e 4, deriva dal numero di regioni di tipo B presenti nel
genotipo del donatore in esame (vedi Tabella 1).

Tabella 1
Cen-A/Cen-A | Cen-A/Cen-B | Cen-B/Cen-B
Tel-A/Tel-A 0 1 2
Tel-A/Tel-B 1 2 3
Tel-B/Tel-B 2 3 4
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Un valore di B content = 2 & stato descritto come fattore positivo nella scelta del donatore
MUD per la cura di pazienti adulti affetti da LAM 2 ed é stato considerato un criterio di
selezione per la scelta di donatori per trapianto aploidentico a pazienti di eta pediatrica affetti
da malattie emato-oncologiche 2 13,

Per I'analisi del valore del B content pud essere utilizzato il sito “Donor KIR B-content group
calculator” (https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/donor_b _content.html). In questo caso i genotipi
dei possibili donatori saranno classificati come “Neutral, Better e Best”. Come indicato nel
sito, questa analisi deve essere compiuta nel caso di trapianti MUD e pazienti adulti affetti
da leucemia mieloide acuta.

4 Alloreattivita NK secondo il modello KIR/KIR-L mismatch in GvH direction

Sulla base di questo modello il donatore sara caratterizzato dalla presenza di una
popolazione NK alloreattiva quando avra cellule NK che esprimono solamente un recettore
KIR inibitorio in grado di riconoscere un KIR ligando “self” (e permettere cosi 'educazione
della cellula NK) assente nel genotipo del ricevente (e permettere cosi I'eliminazione delle
cellule leucemiche residue, effetto GvL) > 1416, | a presenza di alloreattivita NK pud quindi
essere predetta analizzando la tipizzazione HLA di Classe | sia del donatore che del
ricevente e il genotipo KIR del donatore.

3.1 Analisi degli alleli HLA di classe I/KIR ligandi
Nella Tabella 2 sono riportati i principali KIR inibitori ed i loro KIR ligandi (KIR-L).

Tabella 2.
KIR Allotipi HLA riconosciuti KIR-L
KIR2DL1 HLA-C Lys80 C2
KIR2DL2/L3 HLA-C Asn80 C1

HLA-B*46:01, HLA-B*73:01

KIR3DL1 HLA-B e HLA-A Bw4 Bw4

Per “convertire” gli alleli HLA di classe | in KIR-L si pu0 utilizzare il sito KIR ligandcalculator
(https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/ligand.html) ed integrare i risultati ottenuti con le informazioni
di alcune rilevanti pubblicazioni. In particolare € da notare che il programma: i) non rileva la
presenza dell’epitopo C1 negli alleli HLA-B*46:01 e -B*73:01 '/, ii) considera HLA-B*13:01
e -B*13:02 ligandi di KIR3DL1 (mentre e stato dimostrato che questi due alleli non sono
riconosciuti da questo KIR) '8, ii) non analizza il locus HLA-A e sara quindi necessario
assegnare “‘manualmente” la presenza dell’epitopo Bw4 qualora donatore e/o ricevente
siano HLA-A*23, -A*24 o -A*32 positivi & 1°,

3.2 Analisi della presenza/assenza di alloreattivita NK

| principali tipi di alloreattivita (riassunti nella Tabella 3) sono indicati con il nome del KIR-
ligando presente nel donatore e assente nel ricevente.
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Tabella 3.

Tipo di KIR ligandi | KIR ligandi KIR del
alloreattivita del del donatore “utile”
donatore ricevente

C1 C1pos C1neg KIR2DL2/L3
C2 C2pos C2nreg KIR2DL1
Bw4 Bw4Ppos Bw4neg KIR3DL1

C1 +Bw4 C1pos g C1red g KIR2DL2/L3 e

Bw4pos Bw4ned KIR3DL1

C2 + Bw4 C2rosg C2red g KIR2DL1 e
Bw4pos Bw4ned KIR3DL1

L’analisi dell’alloreattivita di tipo Bw4 deve tener conto del polimorfismo allelico del locus
KIR3DL1. Alcuni alleli KIR3DL1 codificano per recettori trattenuti nel citoplasma
(KIR3DL1*004, *019, *021, *036, *037, *039, *056, *072)%% 21, Se l'analisi effettuata non
permette di identificare alleli codificanti recettori di membrana, quindi funzionali, tale
informazione deve essere inclusa nel referto.

4.3 Alloreattvita non classica KIR2DS1 mediata

E stata dimostrato che le cellule NK KIR2DS1P°s possono riconoscere ed eliminare cellule
leucemiche che esprimono molecole HLA-C con epitopo C2 % 8 22, Questa sottopopolazione
NK & funzionale solamente in individui HLA-C1/C1 e HLA-C1/C222. Per la presenza di
alloreattivita KIR2DS1 mediata il donatore deve essere KIR2DS1P°s, HLA-C1/x e il paziente
deve avere almeno un allele HLA-C2P°s,
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