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Il lungo cammino dell’HLA

™ 1916: Little and Tyzzer descrine the inhentance of susceptibility to transplanted tizsue [10]
1548: Sorer and Snell desoribe the basis of histooompatibility in mice (11 —

I 1954: First successful kidmey transplant between Hermick idenbios] twin brothers {12

15958: First uman leukocybe antigens (HLA] ane serologically defined [13-13)

J- 1964: 1= nterrational Histocomipatibility Workshop heid st Duke Unieersity (18]
1969: Mulipie HILA loci necopnized | ster named HLA A, B and C] [17,48]

_I— 1975: Mimed lymphocyte resction neveals sdditional HLA smbgens (named HLA Dw] [16,15)
1577: Serologioally defined B o=l antigens discowersd named HLA-DR {20

== 1981: First cloned HLA pepe (21]

1550 HLA sequence spedfic oligonuclsobide |550] typing developed |22-24]
1991 : HLA Seqguence Specific Frimer [S5P) typing developed [25,26)
15591 First commercial HLA FCR assay sveilabie (27
2005 Mext Gepemtbion sequencing techrodogy developed [28,23)

20177 »19,000 HLA Alleles docurmentsd st kia.alleles . org |30

Da : Sypek et al. AJKD, vol.71; 720-731 2018



Entrando un po’ nei dettagli...

* 1958 . Vengono identificati i primi antigeni umani di istocompatibilita
analizzando i pattern di agglutinazione di globuli bianchi messi a contatto

con sieri di pazienti politrasfusi o di donne multigravide.
1 . TR

Daussett J.
[so-leuco-anticorps.
Acta Haematol. 1958;20:156-166

Questi Ag verranno in seguito chiamati Antigeni Leucocitari umani (HLA)
* 1966 -1969. Vengono identificati altri gruppi di Ag: HLA-B e HLA-C

* 1975 . Mediante le colture miste linfocitarie viene identificato un distinto
pattern di reattivita degli Ag HLA, diverso dai precedenti; questi Ag
vennero chiamati HLA-D;  l'analisi di antisieri che reagivano con Ag
presenti sui linfociti B e non sui linfociti T permise di identificare Ag
strettamente legati ai determinati antigenici rivelati dalle colture miste
linfocitarie, che vennero quindi chiamati D “related” o DR



Dopo aver ricordato il Prof. Dausset, per dovere di scuola un ricordo
del Prof. Ruggero Ceppellini :
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maestri, Mario Savi, Tauro M.Neri e,
per ricordare anche chi non c’é pit,
Pier Luigi Mattiuz, e a cui
dobbiamo la comprensione che gli
Ag HLA erano il prodotto di geni
strettamente linked tra di loro e per
cui conio durante il “3° International
HLA Workshop” svoltosi a Torino
nel 1967, il termine di “aplotipo”.



Allora la tipizzazione HLA era
sierologica, mediante citotossicita’
complemento dipendente (CDC) :

CDC era stata messa a punto nel 1964 dal Dr.
Paul I. Tersaki (1929 -2016) ed é tutt’ora
usata (sempre meno) per :

-tipizzazione HLA sierologica

-ricerca ed identificazione di Ab anti HLA
contro pannello linfocitario
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QUANTITATIVE DETERMINATION OF ANTIBODY AND COMPLEMENT
DIRECTED AGAINST LYMPHOCYTES!

PAUL I. TERASAKI Ann NORMAN E. RICH
From the Department of Surgery, UCLA Center for the Health Sciences, Los Angeles 24, California

Received for publication July 12, 1967 ,
J Immunol 1964; 92:128-138;



CDC: CDC:
REAZIONE NEGATIVA REAZIONE POSITIVA

Se ben ricordiamo gia allora ci rendevamo conto che esisteva una significativa
cross reattivita tra gli Ag HLA



1981 : entriamo nell’era moderna

Proc. Natl Acad. Sci. USA
Vol. 78, No. 1, pp. 616620, January 1981
Medical Sciences

Isolation and partial nucleotide sequence of a cDNA clone for
human histocompatibility antigen HLLA-B by use of an
oligodeoxynucleotide primer

(dideoxynucleoside triphosphate-terminated cDNA synthesis)
AsHwanI K. Soop, DENNIS PEREIRA, AND SHERMAN M. WEISSMAN

Department of Human Cenetics, Yale University School of Medicine, New Haven, Connecticut 06510
Communicated by Aaron B. Lerner, September 15, 1980

Viene riportata per la prima volta la sequenza di un gene HLA,
iniziando cosi l'era della tipizzazione molecolare: la tipizzazione
non e piu basata sul pattern di reazione sierologico dei leucociti,
ma sulla sequenza degli Ag HLA.



Cambiano le metodiche, cambia la nomenclatura

Gia con le tecniche sierologiche avevamo compreso che i pattern di reazione
sierologica di alcuni Ag sierologicamente definiti, erano in realta riconducibili a pit
specifici sottotipi:

L la specificita sierologica Ag, ad es. veniva suddivisa in due “sottotipi” A23 e
A24, dove :

Ag e 'Ag BROAD

A23 e A24 sono i suoi SPLIT, espressi come : A23(9) o A24(9)

Con l'introduzione delle tecniche di tipizzazione molecolare la nomenclatura ha
dovuto evolvere, per rendere ragione di proteine che appartengono alla stessa
classe sierolgica, ma differiscono nella loro sequenza aminoacidica o genica.

Optional
Bsterisk indicating betber:
muolecular typing M, '-5'-{: A,

HLA—B*44 02:01:025

ne Allelezroup Protein Synomymous Variatio

DRA outsi |:|
- - substitutio coding
Low resolution typing r-:;iuns
High resolution typing

Full sequence typing



Perché esistiamo : il dogma dell immunologia dei trapianti

Mismatch HLA tra donatore e ricevente determinano una risposta
alloreattiva mediata sia linfociti B che da linfociti T responsabile del
fallimento del trapianto dopo trapianto di organi solidi o GVHD dopo
trapianto di Cellule Staminali Ematopoietiche (CSE) .

E questo si mantiene vero, come vedremo, non ostante i progressi delle
terapie immunosoppressive.

Il nostro scopo e quello di contenere questa risposta alloreattiva T e B
mediata nei confronti dei mismatches HLA ed uno dei metodi pit1 potenti
per farlo e ridurre al massimo i mismatches tra donatore e ricevente.

I criteri di match HLA per i trapianti di CSE sono tutt’'ora molto stringenti
(match 10/10 > 9/10), mentre le maglie sono molto piti larghe per quello che
riguarda i trapianti di organi solidi



Ma tanto lavoro solo per contare i mismatch?

A AeA

"z-«-‘*‘_

Quello che davvero dovrebbe essere il
nostro lavoro sarebbe cercare di definire il
potenziale immunogeno di ciascun
mismatch.

Esistono mismatch ad alto rischio o non
permissivi che determinano una reazione
clinica severa ed altri che determinano
una reazione alloreattiva quasi nulla, detti
per questo permissivi.

Identificare i mismatch permissivi
permette di ridurre 'alloreattivita T e B
mediata e quindi di migliorare 'outcome
del trapianto
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GENERALMENTE GLI ALGORITMJ DI ALLOCAZIONE BILANCIANO

CRITERI IMMUNOLOGICI

*Eta, sesso e razza del ricevente
*Differenza di eta tra donatore e
| ente

*Numero di trapianti
precedenti



IL MATCH HLA

Sebbene gli Ag HLA siano i primi allo -
antigeni riconosciuti dal sistema
immunitario dell’ospite nei trapianti ABO

o eqe HUMAN
compatibili, il ruolo del mach HLA nella ORGAN
sopravvivenza del trapianto e sempre stato |

controverso.
Ancora un po’ di storia........

y

s 8

* (Quando si tipizzava solo per Classe I il match HLA sembrava avere un ruolo
positivo solo nei trapianti da donatore vivente, ma non da cadavere (Terasaki et al.
Transplatation 4: 688-699; 1966)

* (Con l'estensione della tipizzazione anche agli Ag di Classe II 'effetto é stato notato
anche per i trapianti da donatore cadavere (Kissmeyer-Nielsen et al. - Mickey et al.
Tissue Anitgens 1: 53-56 e 57-67; 1971)

Per un po’ abbiamo vissuto bene, ma poi é arrivata la ciclosporina......

E per qualche tempo é sembrato che i nostri Laboratori potessero quasi
chiudere



Amernican Joumnal! of Transplantation 2004, 4: T1607- 1608 Copyripht © Blackwell Munksgoard 2004
Blackwell Munksgaard -
daoi: 10.1111/.1600-6143 2004 00535 x

Diminishing Significance of HLA Matching

in Kidney Transplantation _ _
Xuanming Su®, Stefanos A. Zenios?,

Harini Chakkera®, Edgar L. Milforde
and Glenn M. Chertow®™*

La conclusione degli AA. ¢ molto semplice :

v'Se la terapia immunosoppressiva ha avuto progressi tali da poter
trapiantare, con pressoché uguali possibilita di successo, organi
anche scarsamente compatibili, & giunto il momento di eliminare la
tipizzazione HLA dagli algoritmi di allocazione.

v'Allo stesso modo anche gli sforzi volti ad allargare il pool dei
donatori per offrire organi con buoni livelli di match HLA sono da
considerare inutili



Meno male che c’e Opelz...

Di fronte all'accanimento terapeutico contro il match HLA
(forse perché criterio troppo oggettivo per usarlo in un
programma di allocazione) periodicamente da Heidelberg il
Prof. Gerhard Opelz con tedesca costanza controlla la
sopravvivenza dei trapianti nei diversi scenari clinico-politici.

Effect of Human Leukocyte Antigen Compatibility
on Kidney Graft Survival: Comparative Analysis
of Two Decades

Gerhard Opelz and Bernd Dobler

Backgrosnd  Fescd om s snsbysts of Untied Network for Ovgan Shartng dets, 8 was reported that the trffsernce of
barsan leskooyte "llmlm!mwnrﬂmhw-rnﬂy-‘.mh
We compared the of HLA mutching an kidney graft survival durtag the decades 1985 19 and
1995 2004 the data of the Tremplars Seady. Romls for the st S yoars (2000 2004 ) weee snabysed
scparatcly = Malevertss Coa sogromton saslysts wis waed o accosrst for the fisernce of confosnders.
Rosalts. Ows resals show that, wiske sarviwal ruies have treproved owerall over S, the relattve topece of HEA
muaiching on the grafl servival rate rermatned stvong sad highly agetficest. Both the nood for
rejection trestmaest and the ek nervival rates showed sattatically highly dgntficant ssoctatiorn with FILA matching
regardics of the tstorwal yeed (Fn00e ).
Condlestons. We condude that HIA mtirmmiche sgraficarsdy e oud of kidncy trarsplants and that
kidney cuchange progrssn for the puspose of achicving better FILA mmiches ¢ to be reragfal

Koy dec HEA Strg, Kidney ssrmaplare. Graft sarvival, Cosft rejection.
(Treupletation 200084 137-143)

2007

Analisi dell'impatto del
match HLA sulla
sopravvivenza del trapianto

- durante due decadi :

1985 -1994 € 1995 -2004 sul
dati del Collaborative
Transplnat Study (135.970
casi da 363 Centri
Trapianto di 41 paesi )
Ulteriore analisi ristretta al
quinquennio 2000-2004



La sopravvivenza del trapianto e migliorata durante le due decadi
esaminate, ma l'impatto relativo del match antigenico HLA e rimasto
forte ed altamente significativo anche riguardo la minor incidenza di
episodi di rigetto (P<0.001)
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Gli A.A. concludevano che il numero dei mismatch HLA influenza
significativamente la sopravvivenza del trapianto e che era tutt'ora
saggio aumentare il pool dei donatori per ottenre il maggior nemero di
match HLA



Ed infine, un importante effetto collaterale del match HLA :

B Another advantage of HLA match-
ing that often receives insufficient attention is the reduced
likelihood that patients form HLA antibodies after graft re-
jection if the graft was well matched. Although agreement in
the literature is not uniform (13), the weight of the available
evidence suggests that patients with well-matched first grafts
produce HLA antibodies at a lower rate than recipients with
poorly matched first transplants, and that as a result the like-
lihood of successful retransplantation is higher if the failed first
transplant was from an HLA well-matched donor (14, 15).

"~ vwew .
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TABILE =2. Least-sguared mean loevels of changoes i PFRA
I I N l | M E RO D I Level from initaal transplant to relisting

Adjusted
mcan
MISMATCH HLA -
Explanatory change
factor Level in PRA i
D E L I o TP E I L Donor type Deccased Donior 14.5 0.01
I Eving Domnor 164
Recipsenit age (yT) Oo-11 21.9 == O.001
1217 21.9
MAGGIOR s
3554 13.1
5564 S.1
&S 4 10.5
FATTO R E D I Recipsent race African AsmeTrican 183 - O0.001
Ocher 14.1
White 13.9
Donor age (yT) o117 e A ~= 0.0 1
RISCHIO PER et
S0--59 14.7
&S0 4 12.6
Donior race African Asnerican 14.1 O.003
AUMENTO DEL
Cauicasian 17.0
Candidate gender Female 12.4 - O.001
Male 18 4
Time to relistaing o-24 122 - O.001
(o) 2560 188
&1-5S6 15.6
7 + 15.1
Pramary diagnosss OGN 1955 O0.07
Secondary GN/Vasculitis 14.3
Polycystic discase 18.7
Other congenital disorders 15.2
Diabetes 16.1
Interstitial nephritis 127
Neoplasma/turnors 193
Ocher 16.9
IHypertension 16.1
Candidate BMI Miss=ng 15.3 0.21
=20 15.1
20-24 13.9
2529 15.3
3034 15.5
354 17.4
Toead ITLA-A, -B, - DR O o8 -~ 0.001
masmmatches 1 S.O
2 15.9
= 189
% 150
= 22.7
& 21.7
* Type-I11 sgraficance level of Sscror fromm smualivariste [EBncar sogressscrn
rrocecled
OGN, Fgosnerualonephritess FHLA, Burnrsan leukocyse antiggen: BMI, body

rrsass andess PRA, sarwe] roesc tise antiobody

( Tramsplantation 2005.88: 23-29)



Ed ancora Opelz ritorna, a distanza di 10 anni:

The Risk of Transplant Failure With HLA
Mismatch in First Adult Kidney Allografts From

Deceased Donors

Robert C. Williams, PhD,’ Gerhard Opelz, MD,” Chelsea J. McGarvey, MD,® E. Jennifer Weil, MD, '

and Harini A. Chakkera, MD?

N =189.141

994.557 anni di
opravvwe 22—

~

Background. Snce the begnning of the technology, there has been active debate about the raie of human leucoyte antigen
(HLA) matching in kidney allograft survival, Recent studies have reported difminishing importance of HLA matching, which have, in
turn, been challenged by reports that suggest the conthuing importance of these Jodi. Given the controversies, we examined the
effect of HLA compatibiity on kidney slogralt survival by studying all first adult kidney transplants in the Urited States from a de-
ceased donor, Methods. Using the United Netwark for Organ Sharing data, we identified first deceasad donor kidney trans-
plants between Octaber 1, 1987, and December 31, 2013, Redpents were dassfied by their rumber of HLA mismatches
Cox multivariate regression analyses adjusting for recipient and donor transplant characteristios were performed fo detemmine
theimpact of HLA compatibiity on kddney llograft sunival. Results. Study cohort inclided 189141 frataduftidcney dlone trans-
plants, with a total of 994 568 years of kidney alograft follow-up time. Analyses adjusted for recipient and donor characteristics
demonstrated & 13% higher risk (hazard ratio, 1.13; 95% conficience interval, 1.06-1.21) with 1 mismatch and a 84% higher risk
(hezard ratio, 1.64, 95% confidence intewval, 1.56-1.73) with 8 mismatches. Dhiding the mismateh categaries into 27 ordered
permutations, and testing their 57 within mismalch categary differences, demonstrated that al but 1 were equal, independent
oflocus. Conclusions. A sgnificantlinear relaionship of hazard ratios was assogiated with HLA mismatch and affects allograft
sunvval even during the recent periods of increasing success in rendl ransplantation.

(Transplantation 2016;100: 1094-1102) )

Hazard Ratio

Transplantation = May 2016 = Volume 100 = Number 5

Hazard Ratio fof First Kidray Failure Time a5 a Fuhction of HLA,
Mizmatch Permutations in the Full Cox Model Deceased Donoes,
M= 185 141

HLA Mismatch



Un hazard ratio lineare suggerisce che:

v' Leffetto del match HLA si mantiene forte ed & additivo

v Ogni mismatch ha lo stesso effetto nel ridurre la sopravvivenza del trapianto
indipendentemente dal locus e l'effetto & additivo

Osservazione a latere:

v’ Tra le variabili non HLA che influenzano I'outcome del
trapianto importante effetto dell’eta del donatore e del
ricevente



Perché il match HLA fa bene al trapianto

v' La principale causa di perdita del trapianto a lungo termine ¢ la risposta
umorale alloreattiva e i mismtch HLA sono associati ad un aumentato rischio
di produzione di anticorpi anti HLA donatore specifici, DSA, i piu frequenti dei
quali sono quelli rivolti contro gli Ag DQBa.

v' La presenza di DSA ¢é associata a ridotta sopravvivenza del trapianto ed
aumentato rischio di sensibilizzazione.

Abbiamo a disposizione metodi sensibili ed accurati per evidenziare la presenza di
DSA ed in generale di Ab anti HLA ed é possibile, sulla base delle frequenze
degli Ag HLA nella popolazione calcolare la percentuale di reattivita del singolo
paziente contro un pool di donatori (cPRA e virtual crossmatch)

MA

esiste tutt'ora una sproporzione tra il livello di risoluzione della tipizzazione HLA

utilizzata per pazienti e donatori ed il grado di risoluzione della specificita
degli Ab



[l challenge della risoluzione

La tipizzazione a bassa risoluzione € una semplificazione della complessita del sistema
HLA e non fornisce sufficiente dettaglio per un adeguato match, specie per pazienti

Immunizzati.
Se siamo in grado di determinare Ab a 4 digit di risoluzione, dovremmo tipizzare

almeno allo stesso livello i nostri donatori : non e corretto escludere un paziente con
un Ab allelico (ad es. anti A*24:03) da tutti i donatori A24, semplicemente perche al
momento non siamo in grado di risolvere allo stesso grado di risoluzione la

tipizzazione del donatore.
E questo vale a maggior ragione per i pazienti immunizzati, per cui il pool dei possibili

donatori € molto pit ristretto

Class | =]

Patient 1D : 26410 Patient Mame : MASET T, GUIDO

18537

55555

33333

MFI (Baseline)

o
26410_23042071@E6410_26042017 26410_031214 26410_280513 26410_18508201 4710_030

[ a=24:02 (A24)
Bl A=24:03 (A24)

E siamo solo al 4° digit.....



Elogio dell'incoerenza

In effetti siamo un tantino
incoerenti :

possiamo tipizzare i donatori
ed identificare gli anticorpi ad
alta risoluzione e poi, al
momento dell’allocazione
convertiamo le nostre
informazioni in bassa
risoluzione se non addirittura
ad equivalenti sierologici

E siccome in alto ci vogliono bene, il nostro nuovo algoritmo
nazionale INKA bada solo agli Ag broad..........cccceevveueeueennnnene.



Il match HLA fa bene al trapianto, ma non é tutto

Con tutto il bene che vogliamo al match antigenico HLA non siamo
ancora in grado di rendere ragione:

v'del fatto che alcuni mismatch sono pitt immunogeni di altri
v'del rischio che lo sviluppo di anticorpi cross reattivi a seguito

dell’alloimmunizzazione determini una sensibilizzazione allargata
riducendo di molto le future probabilita di ritrapianto.




IL MATCH
NEL
TRAPIANTO CSE

A, B. Conformational
) epitope

Linear
epitopes

" "Conformational
epitope

Native antigen Denatured antigen




Match HLA e trapianto di Cellule Staminali Ematopoietiche
(CSE)

Ancor oggi la selezione dei possibili donatori MUD (Matched Unrlated
Donor) e basata sulla tipizzazione in alta risoluzione (HR) degli alleli
HLA di Classe I A, B, C e di classe II DRB1 e DQBAa.

Sappiamo bene che solo il 30% dei pazienti che necessitano di un

trapianto di CSE troveranno un fratello HLA identico come donatore.
Per questo sono nati i registri donatori.

Ma anche utilizzando i registri internazionali, trovare un donatore match

10/10 o 8/8 pud essere particolarmente difficile con combinazioni

alleliche meno frequenti.

Ad. es. riceventi Afro-Americani hanno una probabilita di circa il 16% di
trovare un donatore 8/8, probabilita che sale al 79% abbassando il livello
di match a 7/8.



Polimorfismo HLA e linkage disequilibrium

All'ultima revisione dell’aprile 2019 dell'TPD-IMGT/HLA database gli
alleli HLA sono arrivati a 22.528, di cui :

-al locus A : 5018

-al locus B : 6096

-al locus C : 4852

-al locus DRB1 : 2403

-al locus DQB1 : 1560

Per fortuna esiste il linkage disequilibrium (LD), croce e delizia degli
immunogenetisti : se tutti sappiamo che, nella popolazione caucasica,
un donatore identico con il ricevente per i loci A*o1:01 e B*08:01, ha
ottime probabilita di condividere con esso anche l'allele DRB1*03:01, lo
stesso fenomeno rendera assai pit complessa la ricerca di un donatore
compatibile in presenza di aplotipi meno frequenti o rari.

Hanno forte linkage tra di loro i loci B e C e DRB1 e DQB1, per cui un
mismatch al locus B aumentera le probabilita di mm al locus C, come
un mismatch al locus DRB1 aumentera quelle allo locus DQB.



[l match HLA fa bene anche al trapianto di cellule staminali

Storicamente il match allelico a tutti e 5 i loci principali (match 10/10)
riduce il rischio di GVHD severa, riduce la mortalita ed é associato ad
una maggiore sopravvivenza libera da malattia dei pazienti.

Quando sono disponibili solo donatori con 1 o pitt mismatch conoscere
il rischio legato ad ogni singolo locus e fondamentale per la selezione
dei donatori ed andranno quindi considerati :

vl locus

vl numero dei mismatches

v'Le differenze tra antigene ed alleli

v'Il livello di espressione nel ricevente dei mismatch HLA
v'La posizione e la natura dei mismatches aminoacidici che
definiscono gli epitopi di Classe I

(Non trattero ditrapianti aploidentici)



Mismatch HLA : 1. effetto dei singoli loci

THANSPLANTATHON

High-resolution donor-recipient HLLA matching contributes to the success of
unrelated donor marrow transplantation

Stephanie J. Les,' John Klein, ? Michas] Haagenson,? Lee Ann Baxter-Lowe,* Dennis L. Confer,® Mary Eapen,?
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Nei riceventi caucasici mismatch ad un singolo locus sono associati a :
v'Rischio significativamente aumentato di GVHD : HLAA, Be C
v'Mortalita legata al trapianto (TRM) : HLA A, C e DRB1

v'Mortalita del ricevente : HLA A, C e DRB1

Dei classici loci HLA i mismatch pit permissivi sono quelli a livello di
DQB1



Si pud quindi forse fare a meno del locus DQB1

v’ L'outocome atteso dopo un trapianto 8/8 con un donatore
con match periloci A, B, C e DR e sovrapponibile a quello
di un donatore 10/10

v Quando un donatore full match non ¢ disponible, puo

essere accettabile utilizzare donatori con mismatch al locus
DQB1

v’ Se un singolo mm DQB1 pud essere tollerato, il mismatch
al locus DQB1 se associato a mm ad altri loci determina
una prognosi peggiore, per cui si consiglia il match DQB1
quando si debba utilizzare un donatore con mismatch ad
altri loci



E il locus DPB1?

Mismatch al locus DPB1 si osservano in circa '85% dei trapianti 10/10 e
si associano ad GVHD e a fallimento del trapianto, ma questi effetti

negativi sono controbilanciati da un positivo effetto del graft vs
leukemia (GVL).

HLA-DPB| matching status has significant implications for recipients of
unrelated donor stem cell transplants

Bromwen E. Shaw, Steven G.E. Marsh, Neema P Mayor Nipel H. Russall, end . Alfendro Marigel

BLODD, 1 FEERUARY 2008 - VOLUME 107, NUMBER 3

The importance of HLA-DPBI in unrelated donor hematopoietic cell
transplantation

Bronwen E. Shaw,'* Theodore A Gooley,® Mari Malkki,? J. Alejandro Madrigal,'* Ann B. Bagovich,® Mary M. Horowitz®
Alipis Gratwohl,” Ofie Ringdén_® Steven G. E. Marsh,"# and Effie W. Patersdor™?
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HLA DPBa ¢ il classico Ag del trapianto: il maggior rischio di GVHD
associato a mm a questo locus e controbilanciato dall’effetto GVL e
quindi da un minor rischio di ripresa di malattia e 'effetto del mismatch
DPB e dose dipendente.

Il Locus DPB1 e soggetto meno di altri loci a linkage disequilibrium, in
particolare con il locus DQB1, quindi e piu facile osservare mm a
questo locus anche con donatori 10/10.

[l locus DPB1 ha invece un forte linkage con DPA1 : I'identita al locus

DPB1 nella maggioranza dei casi e predittiva anche di identita al locus
DPA1



Gli Ag DP facilitano l'effetto GVL del trapianto

Bone Marmow Tramspiantabon, {1898) 21, 7153-11589
B 1999 Sockion Pe= M rgTEﬂani FeB-I3%0% T E12.00
ket aromn ok fon-press. oo LB

Recognition of leukemic blasts by HLA-DPB1-specific cytotoxic T cell
clones: a perspective for adjuvant immunotherapy post-bone marrow
transplantation

C Iisch', G Gallot', B Vivien!, E Dhez' F Joterean'. R Garand® and H Vie!

Inntinet Nationol de o Sorié &f de b Recherche Middicale, INSERM U863, and “Service Mémoriodogic, fndifut de Biclogie, Manier,
France

Gli Ag DPB1 sono espressi sulla maggior parte delle cellule leucemiche,
che possono essere target di cellule T allogeniche DP-specifiche.

Sembra che quest’effetto sia mantenuto sia in trapianti T-depleti che in
quelli repleti, suggerendo che non ¢ il numero totale dei linfociti T
infusi a determinare l'effetto GVL



Utilita del typing al locus DPB1

Conoscere prima del trapianto lo stato di match tra donatore e
ricevente al locus DPB1 puo aiutare nel determinare il livello di rischio
del trapianto, specie per i pazienti ad alto rischio che potrebbero non
tollerare una GVHD severa o per i pazienti in cui la ricorrenza della
malattia e il principale fattore di rischio.

v Per pazienti a basso rischio, con aplotipi comuni HLA e donatori
con 10/10 match, una selezione estesa al match DPB1 riduce il
rischio di GVHD.



Abbiamo imparato molto dagli Ag DPB1

La definizione di 6 regioni “ipervariabili” che definiscono il sito di legame con i
peptidi localizzate nell’esone 2 polimorfico degli Ag DPB1 e stato il punto di partenza
per esplorare il ruolo degli epitopi delle cellule T (TCEs) nella GVHD e GVL

Penpheral blood stem cell allograft rejection mediated by CD4™ T Iymphocytes
recogmizing a single musmatch at HLA-DPB1*0901

Katharing Fieischihauer, Efsabita Jno, Benedetls Mazt, Esabalia Seonl, Paoly Saervida, Blisabetla Zappong
Elena Banarsi, ahd Claldio Bordignon

BLOCHD, 15ALGHLET 2001 - WOLLUNIE 98, NUMEER 4

Fino a permettere di definire “distanze funzionali” predittive di mismatch
permissivi al locus DPB1
@&ws]‘-‘!aﬂ

Pietro Jlfri'l..ﬂ.?lI-:]nf*zh Laura Zito %, Federico Sizzano“-, Elisabetta Zino *, Martin Maiers”,
Arend Mulder”, Cristina Toffalori *, Luigi Naldini®’, Fabio Ciceri®, Luca Vago™*,
Katharina Fleischhauer “*°

The Impact of Amino Acid Variability on Alloreactivity Defines
a Functional Distance Predictive of Permissive HLA-DPB1
Mismatches in Hematopoietic Stem Cell Transplantation

E a sviluppare un algoritmo basato sui gruppi degli epitopi.d.elle Cellule T:
DPB1 T-Cell Epitopte Algorithms disponibile a :
http://ebi.abi.uk/ipd/imgt/hla/



Un modello di previsione diretta del riconoscimento delle
molecole HLA allogeniche da parte delle cellule T :
DPB1 T-Cell Epitope Algoritm.1

Nei trapianti di cellule staminali ematopoietiche da donatore non
consanguineo, la classificazione dei mismatch al locus DPB1 basata
sui gruppi di epitopi delle cellule T (TCE- groups) permette di
identificare i mismatch permssivi da quelli a rischio aumentato o non

permissivi e di valutare se in quel particolare trapianto preverra
GVHD o GVL.

Questo algoritmo € basato sul riconoscimento diretto delle molecole
HLA DP da parte delle cellule T ed in particolare sui dati in vitro dei
due cloni alloreattivi che possono originare dopo trapianto di CSE
con mismatch al locus DP.

Occorre inserire la tipizzazione al locus DPB1 del donatore e del
ricevente per evidenziare la lista degli epitopi T e la predizione degli
effetti dei mismatch.



DPB1 T-Cell Epitope Algoritm.2

3 differenti livelli immunogeni di alleli:

-altamente immunogeni : entrambi i cloni riconoscono gli alleli
-mediamente immunogeni : uno dei cloni riconosce I'allele, I'altro no
-non immunogeni : entrambi i cloni non riconoscono gli alleli

Quando un ricevente ha un allele DPB appartenete alla stessa classe o
ad una classe a minor immunogeenicita, il mismatch sara permissivo
nella direzione GVHD; d’altra parte essendo l'allele DPB del ricevente
non immunogeno, le cellule T del ricevente saranno in grado di
rispondere agli alleli pitt immunogeni del donatore, quindi tale
mismatch non sara permissivo nella direzione GVL.

Ne esistono due versioni:

-1.0 : basata essenzialmente sui lavori di Katharina Fleischhauer e di Bronwen Shaw,
ampiamente validata

-2.0 : basata sui dati di Crivello; dove alcuni gruppi di TCE differiscono dalla precedente; ad
oggi non completamente validata



Mismatch HLA : 2. effetto additivo dei mismatches
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Mismatch HLA : 3. differenze tra antigeni ed alleli

[ mismatch a livello antigenico sono ovviamente molto pitt
immunogeni di quelli a livello allelico (differenze tra due distinte
sequenze dello stesso antigene) e questo e particolarmente vero per
il locus C.

Quando non sono disponibili donatori full match o con un singolo
mismatch DQB1 é preferibile un donatore con mismatch allelico
piuttosto che antigenico al locus C

MAJOR-HISTOCOMPATIBILITY-COMPLEX CLASS T ALLELES AND ANTIGENS
IN HEMATOTPOIETIC-CELL TRANSPLANTATION

EFFiE W. PETERSDORF, M.D., JoHN A. HANSEN, M.D., PauL J. MarTIN, M.D., ANN WooLFREY, M.D., Mar MALKKI, PH.D.,
THeoDORE GooLEy, PH.D., BARRY STORER, PH.D., ERic MICKELSON, B.S., ANAJANE SMITH, M.S.,
AND CLaupio Anasetn, M.D.

N Engl T Med, Vol. 345, No. 25 - December 20, 2001




Mismatch HLA : 4. livello di espressione dei mismatch

I loci a bassa espressione come HLA -DRB3, DRB4 e DRB5 non
vengono solitamente considerati nella selezione prospettica del
donatore, ma il loro effetto sulla GVHD puo diventare evidente
specie quando esista tra ricevente e donatore un mismatch ad uno
dei loci principali

Multiple mismatches at the low expression HLA loci DP, DQ,

and DRB3/4/5 associate with adverse outcomes in hematopoietic
stem cell transplantation

Marcelo A. Fernandez-Vifia,” John P. Klein,? Michael Haagenson,”® Stephen R. Spellman,® Claudio Anasetti,*
Harriet Noreen,® Lee Ann Baxter-Lowe,® Pedro Cano,” Neal Flomenberg,® Dennis L. Confer,® Mary M. Horowitz,*
Machteld Oudshoorn,'® Effie W. Petersdorf,”’ Michelle Setterholm,® Richard Champlin,” Stephanie J. Lee,"”

and Marcos de Lima'?
BLOOD, 30 MAY 2013 - VOLUME 121, NUMBER 22

Per tornare a DPB sono state identificate variazioni in regioni

regolatorie responsabili dell’espressione allelica che correlano con il
rischio di GVHD



Mismatch HLA : 5. posizione e natura dei mismatches
aminoacidici che definiscono gli epitopi di Classe I.
Mismatch permissivi e non permissivi

Come avviene nel trapianto di organi solidi, alcuni mismatch HLA determinano
una risposta alloreattiva severa associata ad aumento della morbidita e della
mortalita del paziente e sono quindi considerati ad alto rischio : MM non
permissivi, mentre altri producono effetti assai minori, vale a dire non sono
associati a GVHD allogenica o a rigetto e sono quindi definiti MM permissivi.

HLA mismatching within or outside of cross-reactive groups (CREGs)

is associated with similar outcomes after unrelated hematopoietic

stem cell transplantation

Judith A. Wade,' Carolyn Katovich Hurley,? Steven K. Takemoto,* John Thompson,* Stella M. Davies,® Thomas C. Fuller,®

Glenn Rodey,” Dennis L. Confer.® Hamet Noreen * Michael Haagenson, '° Fangyu Kan,? John Klein, ' Mary Eapen, '
Stephen Spellman ® and Craig Kollman ™

BLOOD, 1 MAY 2007 - VOLUME 109, NUMBER 9
La risposta non sta nei CREGs : mismatches all'interno dei gruppi sierologici cross-
reattivi per i loci A e B non sono associati a miglior sopravvivenza rispetto a
mismatches fuori dai CREGs .
Il grado di permissivita di un mismatch non e quindi definito dalle sue somiglianze
sierologiche



Mismatch HLA : 5. posizione e natura dei mismatches
aminoacidici che definiscono gli epitopi di Classe I.
Mismatch permissivi e non permissivi

Determinate posizioni dei residui aminoacidici dei mismatch HLA
tra donatore e ricevente risultano cruciali per la storia del trapianto.

BONE MARROW-ALLOGRAFT REJECTION
BY T LYMPHOCYTES RECOGNIZING
A SINGLE AMINO ACID DIFFERENCE IN
HLA-B44

KATHARINA FLEISCHHAUER, M.D.,
Nawcy A. Kernan, M.D,,
Richarn . O'Reicey, MDD,
Bo Dueoxst, M.D., D.5Sc.,

AND 500 Younc Yanc, Pu.D.

NEJM 1990; 323: 1818-1822

Gia in questo lavoro del 1990 gli AA.
descrivevano un caso di rigetto del
trapianto cellulo mediato da T
linfociti che riconoscevano una
singola differenza aminocidica a
livello dell’Ag B44:

in particolare al residuo 156 il
ricevente presentava una leucina, il
donatore una molecola di ac.
aspartico



Per un punto Martin perse la cappa.... :
Mismatch B*44:02 vs B*44:03

Mediante metodiche molecolari il mismatch esistente tra donatore
e ricevente riportato nel lavoro di Katharina tra B*44:02 e B*44.03.

La differenza di un singolo aminoacido ha avuto quindi conseguenze drammatiche
sull’esito del trapianto; in altri casi mismatch apparentemente molto pit consistenti
sono ben tollerati.

Questa differenza di comportamento non pud essere prevista dalla
semplice differenza allelica; evidentemente i diversi gradi di
permissibilita delle combinazioni non compatibili devono essere legati
al differente impatto che il polimorfismo aminoacidico ha sul motif
del legame peptidico e sulla conformazione del complesso HLA -
peptide



Residui critici

Bone marrow transplantation from unrelated donors: the impact of nusmatches
with substitutions at position 116 of the human leukocyte antigen class I
heavy chain

Giovanni B. Ferrara, Andrea Bacigalupo, Teresa Lamparelli, Edoardo Lanino, Laura Delfino, Anna Morabito, Anna M. Parodi,
Cinzia Pera, Sarah Pozzi, Maria P. Sormani, Pacio Bruzzi, Domenico Bordo, Marting Bolognesi, Giuseppe Bandini,
Andrea Bortadini, Mario Barbanti, and Guido Frumento

BLOOO, 15 NOVEMBER 2001 - VOLUME 98, NUMBER 0

Il lavoro di GB é stato il primo a correlare 'outcome del trapianto con il mismatch
per specifici residui aminoacidici degli Ag HLA di Classe I :

*Mismatches alle posizioni 114 e 16 di HLA B sono associati con aumentato rischio
di mortalita legata al trapianto

*La posizione 116 di HLA C e anche collegata ad aumentato rischio di GVHD

High-risk HLA allele mismatch combinations responsible for severe acute In questo lavoro differenti
graft-versus-host disease and implication for its molecular mechanism

Tekakazy Kawase,! Yasuo Morishima ? Keitaro Matsuo,? Koichi Kashiwase * Hidetoshi Inoko, 5 Hiroh Saji.® Shunichi Kaio,? . e .
Takea Juji ? Yoshihisa Kodera,® and Takehiko Sasazuki,'® for The Japan Mamow Donor Program non permissivi .
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and Provarticn, Aichi Cancer Cantar, Nesgoy; *Japanass Fad Croas Toky Matropoltan Bicod Cantar, Tokye; Division of Molecular Seianos, Tokni Uivarsty

combinazioni di mismatch
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Hospite!, Nagoya: Tintermasional Medioal Centar of Jepan, Tokyo, Japan DR/DQ e 2 per HILA - DP

BLCOD, 1 DCTOBER 2007 - VOLUME 110, NUMBER 7



Manca ancora qualcosa.......

Anche nel trapianto di CSE poter predire la permissibilita o meno dei
mismatch é di fondamentale importanza.

Molto abbiamo imparato, ma non é tutto :

-DPB1 T-Cell Epitope Algoritm fornisce informazioni relative ai

mismatch al locus DPB1 e fornisce importanti informazioni al
clinico(GVHD vs GVL)

-la variazione di sequenza aminoacidica tra i diversi alleli pu6 rendere
ragione di alcune situazioni

Manca tutto quello che riguarda il riconoscimento indiretto degli Ag
HLA attraverso la presentazione dei peptidi derivati dalle molecole
HLA allogeniche, e non e poco, visto che da li parte la produzione dei
cloni B linfocitari specifici.
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Conosciamo pit da vicino gli Ag HLA

Mediante studi di cristallografia e di analisi di diffrazione a raggi-X abbiamo
conosciuto piu da vicino la struttura degli Ag HLA

HLA Classe | HLA Classe 11

Class | MHC g Class Il MHC
o 9 i I'

Peptida-binding cleft —,

Transmembrane
sregion

Disullide bond

g domain

C C

La maggior parte dei polimorfosmi aminoacidici delle molecole HLA formano un cluster

all’ apice della molecola, dove formano un largo incavo che rappresenta la sede del legame dei
peptidi allogenici processati.

Piccole modificazioni della sequenza aminoacidica tra i diversi alleli possono creare o alterare
la natura del sito di legame con I'Ag.

Queste variazioni sono responsabili della specificita allelica nel legame con I'alloantigene e la

sua presentazione.



Ed i loro anticorpi

La zona di legame con I’Ag di un Ab é formata dall'insieme delle due regioni variabili aminoterminali delle

catene leggere e pesanti S . o
La variabilita della sequenza aminoacidica delle

regioni variabili, derivata da ricombinazione genica
e successive mutazioni somatiche, &€ concentrata in

wjions varabile

miraimia

¢ Wi tre segmenti di ogni regione variabile, detti regioni
ipervariabili.
Sono costituite da 10 aa. E dal momento che

i formano una combinazione complementare all'’Ag

%, gl 8 . . . .
sl sono dette regioni determinanti la

parvaishiy complementarieta (CDRs)

e £F
[ RINE G e

I CDRs determinano sia la specificita che 'affinita delle

interazioni antigene-anticorpo e si definisce paratopo la
particolare configurazione di aa. dell’Ab coinvolti nel
legame e nel riconoscimento dell'Ag.




Il paratopo dell’Ab riconosce l'epitopo dell’Ag

Ovviamente anche gli Ab hanno regioni determinate di complementarieta con gli Ag:

per quello che riguarda gli Ab anti -HLA essi riconoscono epitopi target sugli Ag
HLA, chiamati

< EPITOPI DELLE CELLULE B detti familiarmente EPITOPI,
configurazioni dei residui aminoacidici polimorfici che sono riconosciute dalle cellule
B, cioé il minimo determinate strutturale richiesto per legare uno specifico anticorpo.

Ogni Ag HLA ha la propria unica combinazione di epitopi, lo stesso epitopo puo
essere condiviso con altri Ag HLA, ma la combinazione dei diversi epitopi e unica per
ciascun Ag HLA

f q . C 1
[ residui aminoacidici che
T costitiscono gli epitopi

!
T - possono essere contigui
P lungo la catena
aminoacidica o, piu spesso,

I
v v < oy essere avvicinati tra di loro
( | in seguito al ripiegamento

( della catena peptidica
HLA antigen 1 HLA antigen 2 HLA antigen 3 HLA antigen 4.




A VOLTE RITORNANO..... CROSS REACTIVE GROUP - CREGs e
EPITOPI COMUNI

Epitopi comuni condivisi da differenti Ag HLA sono in grado di determinare il
legame con alloanticorpi cross-reattivi

Transplantation. 1997 October 15; 64(7): 983091

HLA AND CROSS-REACTIVE ANTIGEN GROUP MATCHING FOR
CADAVER KIDNEY ALLOCATION?

Thomas E. Starzlzrg, Michael Eliasziw“, David Gjertsc-nE, Paul L. Terasakiﬁ, John J. Fungz,
Massimo Tmccnﬁ, Joan Martella, John McMichaeIE, Velma Scantleburyz, Ron Shapirnz, and
Allan Donner?

The Thomas E. Starzl Transplantation Institute and Children’s Hospital of Pittisburgh, University of
Pittsburgh Medical Center, Pittsburgh, Pennsylvania 15213; Department of Epidemiology and
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Sebbene i geni HLA fossero gia allora riconosciuti come altamente polimorfici (250
specificita nel 1997..) i prodotti proteici delle molecole di Classe I e Il hanno minime
variazioni di sequenza.

Molti di questi differenti residui condividono diversi determinanti antigenici, e questi
costituiscono la base per cui molti Ab anti HLA sono diretti contro questi determinanti
comuni o CREGs.

Gli AA. proponevano di utilizzare questa cross reattivita degli Ag HLA ai fini dell’allocazione
piuttosto che il match basato sui singoli Ag HLA



Definizione degli epitopi HLA. 1
Un possibile approccio per la definizione degli epitopi HLA é mediante analisi dei
pattern di reazione di un’ampio range di Ab anti HLA ed assegnazione della
specificita dell’epitopo in base al pattern di reattivita .

Per spiegare le cross-reazioni osservate tra i differenti Ag HLA, il gruppo di Paul
Terasaki guidato da El Awar, utilizzando microsfere coattate da singoli Ag HLA, ha
analizzato sia Ab monoclonali anti HLA che Ab derivati da reazioni di
assorbimento/eluizione di alloantisieri.

Gli eluati, testati con le biglie singolo antigene, hanno spesso dimostrato di reagire
non solo con quello specifico Ag, ma con altri che condividevano uno o piu
aminoacidi.

[ target di questi anticorpi, denominati TEREps in onore di Terasaki stesso sono
rappresentati da 103 epitopi di Classe I, 60 epitopi DR e 18 epitopi DQ.

Human Leukocyte Antigen Class [ Epitopes: Update to
103 Total Epitopes, Including the C Locus
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Definizione degli epitopi HLA.2

Un altro approccio per la definizione degli epitopi HLA & mediante
analisi della sequenza e della struttura degli alleli HLA e successiva
validazione degli epitopi attesi rispetto agli Ab osservati

A Structurally Based Approach to Determine HLA Compatibility at

the Humoral Immune Level

Rene J. Duquesnoy, Ph.D.
Division of Transplantation Pathology, Thomas E. Starzl, Transplaniation Institute, University of

Pittsburgh Medical Center Hum Immunol. 2006 November : 67(11): 847-862.

Mediante analisi strutturale dei complessi Ag-Ab cristallizati, I’ Autore ha
dimostrato che la specificita di legame & determinata essenzialmente da
un cluster tra i 3 e i 5 aa., detta epitopo funzionale, localizzato
centralmente all'interno del piu grande epitopo strutturale costituito da

circa 15-20 residui aminoacidici, ciascuno dei quali coinvolto nel legame
Ag-Ab.



Interfaccia tra il paratopo anticorpale e I'epitopo antigenico

| HLA Antigen

Il paratopo dell’Ab incorpora le 3 CDRs (regioni determinanti la complementarieta)
di ogni catena leggera e pesante che vengono in contatto con I’ epitopo antigenico.
Ci sono circa da 10 a 22 residui di contatto che determinano I'epitopo strutturale;
centralmente a questi si trova un cluster di residui aa. che sono i determinanti chiave
della specificita di legame dell’Ab che e stato denominato epitopo funzionale o eplet



EPITOPO FUNZIONALE o EPLET

Per essere immunogeno un epitopo funzionale deve contenere
almeno 1 residuo polimorfico sulla superficie cellulare.

Il gruppo di Duquesnoy inizialmente ha preso in considerazione
solo sequenze lineari di aa.: le triplette. Successivamente, dopo
aver meglio compreso la struttura terziaria della molecola, sono
stati considerati anche residui discontinui, avvicinati tra di loro
dal ripiegamento strutturale della proteina.

Vengono definiti EPLET i residui polimorfici HLA nel raggio di
3-3,5 A di una detrminata posizione di sequenza sulla superficie
cellulare.

Molti degli EPLET corrispondono alle triplette, ma molti altri
hanno residui discontinui sulla superficie cellulare



EPLETS : NOMENCLATURA

Ogni EPLET e indicato da un numero che rappresenta la
posizione degli aa. polimortfici nella sequenza, seguito da una
serie di lettere che rappresentano i residui polimorfici

associlati:

Ad es. I'eplet : S82LR rappresenta il residuo che contiene una
Leucina in posizione 82 e un’Arginina in posizione 83.

Per la lista completa: HLA EPITOPE REGISTRY DATABASE
(http://www.epregistry.com)



EPLETS : esempio di struttura tridimensionale

Armancan Joumnal of Tansplantstion 2015; 152 11481154

3 dei 54 eplet del’Ag HLA A*o1:o1:

*in verde : 62QE (Glutamina 62; Ac. Glutamico 63)
*in giallo : 144KR (Lisina 144; Arginina 145)

*in rosso : 166DG (Asparagina 166; Glicina 167)



Differenza tra tripletta ed eplet
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Correlazione tra TEREps e Eplets

(A)  HLA-A*0201 {top view)  [(B] HLA-A0201 (side view) |(C) HLA-A*1101
Tissug Antigens SSN 0001-2815

Correlations between Terasaki's HLA class | epitopes and
HLAMatchmaker-defined eplets on HLA-A, -B and -C antigens

R.J. Duguesnoy & M. Marrari

o HLA-8*2402 [[E} HL &-B* 5701 (F} HLA-B*5101
Division of Transplantation Pathology, Thoms E. Stara Trensplentation nsfitute, Unversity of Pitsourch Medical Canter, Patsburgh, PA, USA

& I1 90% dei TEREps sono
definiti da corrispondenti
eplet, ma non tutti gli eplet
verificati sono riconosciuti
nel repertotio TEREps

) HLA-B"2705 (H) m HLA-Cw0303
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E SE BASASSIMO ALLORA IL MACH SUGLI EPITOPI?

Dopo quanto abbiamo imparato sugli epitopi funzionali, prende senso la possibilita di
un match non piti rivolto verso gli Ag HLA, bensi verso i loro epitopi.

Mentre gli alleli HLA sono ormai troppi, gli Ab anti HLA sono diretti contro epitopi
funzionali che comprendono un numero molto pit limitato numero di residui
aminoacidici diversi tra donatore e ricevente.

Il principio su cui si basa e che se un Ag HLA del donatore condivide uno specifico
epitopo con un Ag HLA del ricevente, questo epitopo non verra riconosciuto come
non-self e quindi non determinera una risposta immune umorale.

Ridurre ogni Ag HLA in un rosario di epitopi potrebbe originare
informazioni biologicamente forse piu rilevanti di quanto non forniscano
i semplici antigeni HLA, pur in alta risoluzione

Se lo scopo del match HLA nei trapianti é di ridurre il numero dei
target anticorpali, la logica progressione € quindi definire il match sulla
base di questi bersagli anticorpali
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PIRCHE

An Algorithm for Epitopes
Disponibile su : Disponibile su:
http://www.epitopes.net http://www.pirche.com

Entrambi gli algoritmi sono gratuiti
e assolutamente free



HLAMatchmaker e PIRCHE

Entrambi gli algoritmi hanno lo scopo di predire
'immunogenicita dei mismatch HLA, che viene quantificata
attraverso il numero di mismatch a livello di epitopi:

v' HLAMatchmaker calcola in modo diretto i legami Ab IgG-
epitopo antigenico sulle cellule B, quindi predice quali
mismatch antigenici HLA possano indurre la formazione di

Ab anti HLA

v'PIRCHE fornisce un valore dei peptidi HLA del donatore
che indirettamente, dopo legame con le cellule T del
ricevente, sono potenzialmente in grado di indurre la
produzione di Ab anti-HLA donatore-specifici, quindi predice
la reattivita T cellulare verso le molecole HLA allogeniche.



HILAMatchmaker

L'algoritmo si basa sul disegno teoricodi
aree di residui aminoacidici polimorfici,
le eplet, presenti sugli Ag HLA del
donatore e non del ricevente ed
accessibili agli anticorpi.

Lo scopo e predire la risposta umorale
dopo evento immunizzante quale
gravidanza o trapianto.

HILAMatchmaker: A Molecularly Based J» AU ',
Algorithm for Histocompatibility Prof. Rene Duquesnoy
Determination. II. Verification of the
Algorithm and Determination of the Relative
Immunogenicity of Amino Acid
Triplet-Defined Epitopes

René J. Duquesnoyv and Marilyvn Marrari

Humazn Immunotogy 63, 353363 (2002}




HLAMatchmaker

v' E’ un algoritmo che determina la compatibilita tra donatore e
ricevente valutando un modello molecolare tridimensionale
dell'interfaccia epitopo-paratopo del complesso antigene-anticorpo.

v’ La prima versione considerava ogni Ag HLA come una stringa di
corte sequenze lineari di residui aminoacidici polimorfici, dette
triplette

v’ La versione attuale ¢ invece basata sulle eplets, sequenze anche
discontinue di aminoacidi, ma in posizione accessibile agli
anticorpisono e tra di loro spazialmente vicini nel raggio di3 A.

v E’ richiesto il typing esteso del donatore a 4 digit, non solo per i loci
ABDR, ma anche C, DRB3/4/5, DP e DQA1/DQB1



Differenza tra tripletta ed eplet
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Come funziona HLAMatchmaker?

HLA (Eplet)
Ty ping Mismatches Verified Unverified Vedfied Unverified Total
Donar 1
A*03:01 1 144KR, 161D 7105* 182TDPE 2 3 5
076L:
A*30:01 1 17RS, 56R 7105 182TDPE 9 3 5 Donatore e
076L: .
E*0B:01 1 15604, 180E 1770T 9 1 3 ricevente
B*49:01 1 T 76EM, 152RE 1 9 3 devono essere
Total 4 7 B 13 .. .
Donor 2 tipizzati a 4
A*01:01 1 44KM, 76ANT, 90D 144KR, 163R,  161HA, 182TDF, 7 3 10 digit di
163RG, 166DG 978L . .
A*25:01 1 B2RR, 90D 149TAH, 163R, 163RW  168WA 5 1 B risoluzione
B*07:02 1 BECIA, BOAA, TOIAC, 163EW, 1B0E Eﬁl‘r'ﬁz 5ORE, 16BRA, & 4 9
177
B*44:03 1 41T, BOTLR T6EN ] 1 3
Total 4 1810 @9 27

Da : Sypek et al. AJKD, vol.71; 720-731 2018

Rappresentazione dei mismatch a livello di Ag HLA e a livello di eplet ottenuti
mediante HLAMatchmaker tra un potenziale ricevente (A*o2:01, A*32:01; B*18:01,
B*35:01) e due potenziali donatori. Gli eplet verificati rappresentano epitopi confermati
di legame con I'Ab, quelli non verificati sono descrizioni teoretiche di epitopi.
Rimangono non verificati la maggior parte degli epitopi su alleli rari o non comuni.

Tra questi ultimi possono essere presenti anche strutture polimorfiche prive di
importanza biologica



0041-1 3377087 506-884/0
TRANSPLANTATION Vol. 76, BB4—-889, No. 6, March 27, 2003
Copyright © 2003 by Lippincott Williams & Wilkins, Inc. FPrinted in U.S.A.

HIL. AMatchmaker: A MOLECULARLY BASED ALGORITHM FOR
HISTOCOMPATIBILITY DETERMINATION. III. EFFECT OF
MATCHING AT THE HLA-A,B AMINO ACID TRIPLET LEVEL ON
KIDNEY TRANSPLANT SURVIVAL!'

ReENE J. DuqQuEsNOY,?® STEVE TakEMOTO,? PETER DE LANGE,* IL1as 1. N. Doxiapis,*
GEzZIENA M. TH. SCHREUDER,* Guino G. PERSLIN,® AND Frans H. J. CLaas®

Sono state valutate due ampie casistiche (UNOS ed Eurotransplant) di
trapianti a o mm DR e con diversi gradi di mm ai loci A e B : organi con
mismatchs a livello dei loci A e B, ma che presentavano un basso
carico di eplet mismtch avevano la stessa sopravvivenza di quelliao A
e o B mismatch intesi a livello antigenico.

TapLe 4. Effect of HLA-AB triplet mismatching on graft survival of zero-HLA-DR-mismatched kidneys in Eurotransplant

Mismatch group 0 AB Ag 0 trp 1 trp 2 trp 3 trp 4 trp 5-9 trp 10-19 trp 20-29 trp
Number of recipients 3426 231 218 377 450 629 3448 6078 943
% Graft survival after
1yr 89.3 50.2 86.7 85.7 89.1 88.4 85.1 A5.4 84.3
2yr a87.1 85.1 84.3 82.1 86.7 84.1 81.5 80.6 80.0
3 yr 83.7 82.3 BO.T 78.3 824 811 T7.4 6.7 76.1

5 yr 76.8 15.6 6.4 12.9 75.4 75.9 69.9 69.8 68.5




Epitope matching per i pazienti immunizzati

Dove l'epitope matching da il suo meglio e nel trovare donatori
compatibili per i pazienti altamente immunizzati

0041-1337/03/7 H0G-3890
TRANSPLANTATION Wol. 756, BBS—897, No. 6, March 27, 2003

Copyright © 2003 by Lippincott Williame & Wilking, Inc. Printed in US. A

HLAMATCHMAKER: A MOLECULARLY BASED ALGORITHM FOR
HISTOCOMPATIBILITY DETERMINATION. IV. AN ALTERNATIVE
STRATEGY TO INCREASE THE NUMBER OF COMPATIBLE
DONORS FOR HIGHLY SENSITIZED PATIENTS'

ReNE J. DuquesNoy,®* Jupy Howe,? AND STEVE TAKEMOTO?

Gli AA. hanno valutato la probabilita di trovare un donatore con o, al
massimo 2 mismatch a livello di epitopi (triplette) per pazienti con

PRA>85%.

Usando HLAMatchmeker la probabilita di trovare un donatore
compatibile & maggiore utilizzando, come criterio di allocazione, i
mismatch accettabili, piuttosto che limitando il match all'identita
antigenica HLA.



[’epitope matching € un po’ come lo spread : I'ltalia ha 'INKA,
la Germania, dal 2004, I’ Acceptable Mismach (AM) Program....

L’Eurotransplant ha subito accettato quest’approccio
per la ricerca di donatori per pazienti altamente
sensibilizzati attuando I’Accetable Mismatch
Program e dimostrando in breve tempo una
riduzione dei tempi di attesa per questi pazienti ed
un’eccellente sopravvivenza del trapianto,
paragonabile a quella dei pazienti non sensibilizzati

The Acceptable Mismatch Program as a Fast Tool for
Highly Sensitized Patients Awailting a Cadaveric
Kidnevy Transplantation: Short Waiting Time and

Excellent Graft Outcome

Frans H. J. Claas,”~ Marign D). Wirvlier," René J. Duguesnoy.” Guido G. Persijr,® arnd
Hias I. N. Doxiadis'*~ (Transplantation 2004;78: 190-193)

In questo Programma e definito Mismatch Accettabile ogni mismatch antigenico
contro cui i pazienti non abbiano mai formato Ab (Virtual Crossmatch negativi) o
quelli identificati dal programma HLAMatchmaker
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Quantitative eplet matching theory : ruolo del carico di epitopi

HLA (Eplet)

HLA (antigen) Tt O T :
Mismatches e e e | Pur a parita di mismatch HLA, il
1 2 3 > | Donatore 1 ha potenzialmente un
1 ¢ ° |minor numero di  target
Donor1| 2 3 . . : : i
i o . |anticorpali (solo per i verificati 7
4 7 B 13 . .\ . . .
Vs vs 19) e quindi € a minor rischio
1 ) 3 10 . . .
— . |di determinare una risposta
1 °
Donor 2 | - 5 4 s |immune umorale
1 2 1 3
4 18 9 97
19
Da : Sypek et al. AJKD, vol.71; 720-731 2018
Amencan Journal of Transplantation 2013; 13: 3114-3122 D Copyright 20013 The American Sociery of Tramplantation
Wiley Penodicals inc. and the American Society of Transplant Surgeons

doi: 10.1111/ajt.12478

Class Il HLA Epitope Matching—A Strategy to
Minimize De Novo Donor-Specific Antibody = ottt
Deye'opment and |mpr0ye Outcomes J. Ho', P. E. Birk®, M. Karpinski', A. Goldberg®,

L. J. Storsley', I. W. Gibson®®, D. N. Rush’
and P. W. Nickerson 2~ *
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Studi clinici che esaminano il ruolo dei mismatch a livello di
eplet nel trapianto di organi solidi (anni 2006-2016)
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Pensiamo ai giovani :

Pochar Trsplmiation 290 30936930 & 2016 Jokn Wiliy & Sans A5, Publihed by Jaha Wiley & Sons Led
Pedisiric Transplan o fion

IR0 LR e 1AM

Donor selection 1n pediatric kidney
transplantation using DR and DQ eplet
mismatching: A new histocompatibility
paradigm

Bryan CF, Chadha ¥V, Warady BA. (2016) Donor selection in padiatric | Christophar F. Irpn'. Vimel Chadha
kidney transplanta ion using DR and D) eplet mismatching: A new and Bradley A.\led]f!
higtocompatbiity pamadigm. Padiatr Transplant, 20 926-930. DOIL "Mibvezst Transpiart Netwod: Laboratoy,
1111 fpetr. 12762 Westarod, K5, US4, “Dhesono! Mephmiogy,

L ik e Mevey Hosgital, K Gy, MO, LISA
Ovviamente chi si gioverebbe maggiormente di un miglioramento
nel mach HLA sarebbero i pazienti giovani:
In questo studio retrospettivo gli AA. hanno dimostrato che il 40%
degli organi offerti con 1 mm DR ed il 64% di quelli con 2 mm DR
erano sopra la soglia dei 10 eplet mm indicata da Wiebe



Ragionare in termini di epitopi permette di comprendere
meglio la reattivita anticorpale osservata dopo un evento
sensibilizzante

Un mismatch antigenico, infatti, puo indurre la comparsa di Ab
reattivi non solo con ’Ag immunizzante, ma anche con altri Ag che
condividono epitopi con quel determinato Ag

Comparsa di anticorpi non donatore specifici nel
post - trapianto
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Immunogenicita dei mismtches HLA

Biology of Blood and Marrow Transplantation 14:1064-1071 (2008)

© 2008 American Society for Blood and Marrow Transplantation
1083 -8791/08/1409-0001 $32.00/0 AS B MI
doi:10.10 16 bbmt.2008.07.00 1 :

HLAMatchmaker-Defined Triplet Matching Is Not (=
Associated with Better Survival Rates of Patients with
Class | HLA Allele Mismatched Hematopoietic Cell
Transplants from Unrelated Donors

Rene Duguesnoy,” Stepben Spellman,” Michael Haagenson,” Tao Wang,” Mary M. Horowitz,”
Machteld Oudshoorn®

Ma nemmeno Duquesnoy ed il suo HLAMatchmaker, che considera le
basi strutturali degli epitopi sugli Ag HLA, e riuscito a dimostrare,
contrariamente a quanto avviene per il trapianto renale, una
correlazione positiva tra il grado di mismatch a livello di epitopi
(prima versione = triplette) e la sopravvivenza del paziente,
I'engranftment e la GHVD



Meutrophil Engraftment
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| Da Duquesnoy et al. 2008

Il mancato effetto positivo del match basato sulle triplette risiede nel

fatto che HLAMatchmaker considera la compatibilita a livello umorale
si basa cioé sull'identificazione strutturale di epitopi antigenici

esposti sulla superficie delle molecole HLA ed accessibili agli Ab



Ma anche HLAmatchmaker non fornisce tutte le risposte

Fornisce infatti informazioni solo sulla risposta umorale B cellulare,
non su quello che accade prima e che si riferisce al processamento
dell’ antigene, la sua presentazione e I'attivazione delle cellule T.



ENTRANO IN SCENA I LINFOCITI T

Abbiamo imparato che i pazienti sviluppano Ab contro un ristretto numero di
mismatch a livello di epitopi, ma ci sono pazienti che non sviluppano anticorpi
nonostante un elevato grado di mismatch con i loro donatori.

Uno dei fattori coinvolti € probabilmente legato al fenotipo HLA di Classe II del

ricevente e come questo puo influenzare le interazioni tra le cellule B e le cellule
TCD4+.

Donor HLA Ag

Tali interazioni necessitano dell'indiretto
riconoscimento dei peptidi del donatore,
presentato dagli Ag di Classe II sulle - )

cellule B.
|
) P ormw |
DUIH')I .HLA prresentaﬁo"
peptide %

Y donor peptides
— by B cells

Internalizotion
vig s q‘n(c g

Le cellule B, infatti internalizzano
I’Ag del donatore, lo processano e
ne presentano i peptidi alle cellule

TCD4+ mediante gli Ag HLA di H | q/ 5/

Classe II Amenican Jounal of Tensplantation 2015, 15: 1148-1154

Soluble HLA DSA



A questo punto arriva il PIRCHE - (I o II)

Per spiegare la generazione o non
generazione di DSA de novo in pazienti
non immunizzati che ricevono e perdono
un trapianto con simili mismatch.

L’ algoritmo PIRCHE predice gli epitopi
che sono presenti a livello dei mismatch
HLA e che sono coinvolti nella risposta
immune T-cellulo mediata

Hacman romunndogy 74 (200 3 ) 290-2946

Che e 'acronimo di :

P redicted

[ ndirectely

R ecognizable

Class II presented

H LA

E pitopes

(I o II - HLA ClassI or II)
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Predicted indirectly recognizable HLA epitopes presented by HLA-DR correlate
with the de novo development of donor-specific HLA IgG antibodies after

kidney transplantation

Henny G. Otten *', Jorg J.A. Calis ™!, Can Kesmir®, Arjan D. van Zuilen ¢, Eric Spierings **

* Dhepeyrtore=at o f frmarmno kogy, Ui versity Medinl Caniter lorechr, irechr, The Metheroarnsls
B Deperr orrent of Theoretice] Bio boegr Fiod oo rmetics, Lireche Dimheersdty, Limechr, The WNethesd oonef=
© Diepraartrient off Mephoro logy, Lk ver siry Medionl Conter lecht, Ifacht, The Neoth orlaneks




La risposta anticorpale anti HLA dipende non solo dagli antigeni del
donatore, ma anche dal fenotipo HLA del ricevente

Ad es. il fenotipo HLA DR del ricevente influenza la produzione di anticorpi
specifici anti Bw4 ed il grado di sensibilizzazione anticorpale verso Ag di
classe I.

La produzione di Ab anti Bw4 correla con la presenza del fenotipo DR1 o

DR3 del ricevente
Allo stesso modo il fenotipo HLA DRB1*15:01 pare aumentare la
produzione di Ab anti A2, nei trapianti con mismatch A2
(Fuller et al. Transplantation 1999; 68:173-182; Dankers et al. Hum. Immunol.
2004,65.13-19; Papassavas et al. Transplantation 2002; 73:642-651)

!

Queste osservazioni suggeriscono un ruolo per un riconoscimento indiretto di
peptidi donatore-specifici sulle molecole HLA di Classe II delle APC (Antigen
Presenting Cell) del paziente e potrebbe spiegare il ruolo della risposta T-helper nel
determinare la produzione di DSA di Classe IgG.



PIRCHE

Matching donor and recipient based on predicted indirectly
recognizable human leucocyte antigen epitopes

K. Geneugelijk ™ | E.Spierings nt mmcmgenet, 0BA4152,

Le cellule T giocano un ruolo chiave sia sia nell’alloreattivita mediata dagli
stessi linfociti T che dai linfociti B.

Esistono 3 distinte modalita di interazione tra i linfociti T e le molecole
HLA allogeniche :

1.Riconoscimento diretto : riconoscimento diretto delle molecole HLA
allogeniche localizzate sulla superficie cellulare da parte delle cellule T
2.Riconoscimento indiretto : riconoscimento degli epitopi non
corrispondenti presentati dagli Ag HLA non allogenici: questo richiede il
processamento e la presentazione dell’Ag

3.Riconoscimento semidiretto : riconoscimento del complesso allogenico
HLA-peptide trasferito da una cellula allogenica ad una APC
nonallogenica



Molecole HLA diverse tra donatore e
ricevente vengono riconosciute ed
internalizzate dai linfociti B del
ricevente.

Dopo processazione intracellualre gli
epitopi HLA mismatched vengono
esposti sulla supertficie cellulare nel
contesto degli Ag HLA di Classe II.
Le cellule TCD4+ del ricevente,
interagiscono con i linfociti B,
stimolano la produzione di citochine
che determinano:

-la differenziazione da cellule B naive a
cellule B di memoria e plasmacellule
-lo swich isotipico da IgM a IGg

-la sintesi di Ab IgG Donatore
specifici.

Riconoscimento indiretto

T-cellrecipient

ostimulation
Cytokines

M\(Donor specificIgG

antibodies

\ v s
Cpq

B-cell recipient



[l riconoscimento indiretto gioca un ruolo chiave nella
GVHD e nel rigetto

PIRCHE predice, per ogni mismatch tra donatore e ricevente il numero dei peptidi,
derivati da questi mismatch, che possono essere presentati nel contesto di molecole
HLA di Classe I e Classe II (mediante il “core predictor”: NetMHCII).

Viene ritenuto cruciale il nonamero aminoacidico che occupa la tasca di legame.
PIRCHE ignora i leganti HLA presenti sia nel donatore che nel ricevente detti self-
epitopi in quanto non determinano una risposta T rilevante.

Per tutti i mismatch di Classe I, il valore di PIRCHE II rende ragione della potenziale
risposta anticorpale contro gli epitopi HLA di Classe I.

Review Article
Predicting Alloreactivity in Transplantation

Kirsten Geneugelijk, Kirsten Anne Thus, and Eric Spierings
Laboratory for Translational Immunology, UMC Utrecht, Heidelberglaan 100, 3584 X Utrecht, The WNetheriands
Correspondence should be addressed to Kirsten Geneugelijlk: c.c.a.geneugelijlk-2@umoutrecht nld
Hindawn Publishing Corporation
Journal of Immunology Besearch

Volume 2014, Article ID 159479, 12 pages
bittp://de dot org/10.1155/2014/ 159479



Valori di PIRCHE

Per ogni coppia donatore-ricevente puo essere calcolato il numero totale
di epitopi riconoscibili : dal PIRCHE I quelli che teoricamente saranno
riconosciuti dalle cellule TCD8+ citotossiche e quelli IT dalle cellule
TCD4+ helper.

Elevati livelli di PIRCHE I sono associati ad elevati livelli di alloreattivita
TCD8+ dopo il trapianto, mentre elevati livelli di PIRCHE II sono
associati ad elevati livelli di reattivita CD4+.

Nel trapianto di CSE é opportuno analizzare entrambi i valori di
PIRCHE, mentre nel trapianto di organi solidi I'analisi viene solitamente
ristretta al modello II, dal momento che e quello associato all’attivazione
dei linfociti T helper.



PIRCHE e trapianto di CSE

v’ Trapianti unrelated 9/10 con bassi valori di PIRCHE I e II avevano lo
stesso outcome di trapianti unrelated 10/10.

v" Anche l'effetto GVL sembra legato ai valori di PIRCHE : alti valori di
PIRCHE I erano correlati a minor incidenza di ripresa di malattia
rispetto ai trapianti di sangue cordonale a basso PIRCHE I. Nessuna
associazione per PIRCHE II.

v PIRCHE I potrebbe indicare un effetto anti neoplastico promuovendo
l'alloreattivita CD8+ contro le cellule leucemiche.



PIRCHE e trapianto di organi solidi

mca:dm;r:gcfnmmtnm 2007; 17: 3076-3086 2‘;’0‘1‘7}:’:‘211‘;;;9?;!;'%m
Su 2787 trapianti di S
Tene, con magglqr Donor—Recipient Matching Based on Predicted
effetto su Ab anti Indirectly Recognizable HLA Epitopes Independently
Classe II che I Predicts the Incidence of De Novo Donor-Specific HLA

Antibodies Following Renal Transplantation

I. Lachmann®™*, M. Niemann?®, P. Reinke®"',
Budde®, D. Schmidt®, F. Halleck®, A. Pruf8®,
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Utilita clinica di PIRCHE :
valutazione del rischio e selezione del donatore

v’ L’algoritmo PIRCHE puo aiutare nell'identificare mismatch HLA
permissivi quando non sia disponibile un donatore HLA
compatibile

v Il numero totale di PIRCHE I e Il riflette il carico immunogeno
indiretto che hanno le singole combinazioni donatore-ricevente
e puo essere usato come misura del rischio di risposta
alloreattiva post-trapianto

v’ Nei trapianti di organi solidi un elevato valore di PIRCHE-II si
associa ad aumentato rischio di graft failure e devono quindi
essere strettamente monitorati richiedendo spesso regimi
Immunosoppressivi piu intensi

v’ In futuro potrebbe essere utilizzato anche per selezionare i
donatori, dove sono ovviamente da preferire quelli con minor
valore di PIRCHE-II

v’ In vista di ritrapianti, e torniamo ai pazienti giovani, scegliere
donatori con basso PIRCHE-II



Un epitope based matching pensa al futuro e puo rimediare
agli errori del passato

Dal momento che gli epitopi sono definiti in base alla loro capacita a legare gli
anticorpi, un match basato su di essi ¢ la logica conseguenza per contenere la risposta
anticorpale e vi e infatti accordo generale che tale tipo di match migliorerebbe
I'outcome dei trapianti.

Vi é anche accordo generale che un tale tipo di match supera il match antigene-fondato
e offre nuove opportunita per minimizzare il rischio della formazione di DSA de novo ed
aumentare il successo dei trapianti

I due maggiori benefici dall'uso di un match basato sugli epitopi (o sulle eplets) nei
sistemi di allocazione sono :

1.Evitare di allocare organi con un carico elevato di epitopi immunogeni,
prevenendo cosi future sensibilizzazioni con lo sviluppo di Ab anti HLA,
fatto questo molto importante in vista di ritrapianto

1.Selezionare i donatori pitt adeguati per i pazienti altamente
sensibilizzati identificando gli epitopi accettabili nei confronti di quelli



MA

v'Per determinare gli epitopi in modo corretto ¢ necessario tipizzare
donatori e riceventi in alta risoluzione

Anche se talvolta in urgenza puo essere difficile ottenere una
tipizzazione a 4 digit per tutti i loci, ricordiamoci della
popolazione con cui abbiamo a che fare e che esistono i cosi detti
alleli comuni o ben definiti (CWD), che ci possono aiutare nella
definizione del terzo e del quarto digit, considerando il gruppo
etnico di appartenenza, il typing allelico pitt comune basato sulle
frequenze aplotipiche e le frequenze degli aplotipi estesi nella
popolazione.

Attenzione per soggetti non di origine caucasica!
Gli alleli CWD sono derivati dalla popolazione caucasica, quindi per
altre popolazioni I'attribuzione degli alleli potrebbe essere non
corretta.



Ed inoltre :

v" Non ¢ ancora stata completamente determinata la rilevanza biologica e la relativa
immunogenicita di tutti gli eplet
ma su questo i lavori sono in corso :
7" International Immunogenetics Workshop. Mapping of
Serolgic Epitopes.
http://ihiws.org/mapping-of-serologic-epitopes

v" Deve essere completata anche la sequenza aminoacidica di tutti gli alleli HLA nel
database PIRCHE
solo il 10% dei circa 22.000 alleli HLA attualmente riconosciuti ha una sequenza
aminoacidica completa

v" Dovrebbe essere esteso il calcolo del PIRCHE II non solo alle molecole predette in

base alla presentazione da parte delle molecole DRB1, ma anche dagli eterodimeri
DQA1-DQB1 e DPA1-DPB1 e DRB3, 4 e 5.

v" Non ultimo esiste il timore che tale approccio possa ridurre 'accesso al pool dei
donatori



E nel frattempo?

In attesa che la terra venga proclamata
definitivamente piatta.......

Visto che i programmi per valutare il match
a livello di epitopi sia pensando ai linfociti B
che T esistono e non costano nulla,
USIAMOLL.

Se non in modo prospettico, almeno
retrospettivamente: come fece Mendel
contiamo il carico di eplets o il valore di
PIRCHE per queste allocazioni INKA basate
su tutto fuorche sul match HLA e vediamo
se correlano con un andamento peggiore dei
trapianti,

Ma facciamolo insieme.




Buttiamo il cuore oltre 'ostacolo!

Inits current state, epitope-based
matching reminds us of the early days of HLA compatibility
when limited understanding was available but was nevertheless,
applied in the clinical transplant setting, So the question can
be raised: are we ready to explore the implementation of
epitope-based matching in organ transplantation?

Rene Dusquenoy - agosto 2017




Grazie per avermi
invitato, ma
soprattutto grazie
per avermi
ascoltato



