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Il lungo cammino dell’HLA

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



Entrando un po’ nei dettagli…
• 1958 . Vengono identificati i primi antigeni umani di istocompatibilità 

analizzando i pattern di agglutinazione  di globuli bianchi messi a contatto 
con sieri di pazienti politrasfusi o di donne multigravide.

   

Daussett J.
Iso-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 reattività 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 :  

Che è stato maestro dei miei 
maestri, Mario Savi, Tauro M.Neri e, 
per ricordare anche chi non c’è più, 
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 coniò durante il “3° International 
HLA Workshop”  svoltosi a Torino 
nel 1967, il termine di “aplotipo”.



 



CDC: 
REAZIONE NEGATIVA

CDC: 
REAZIONE POSITIVA

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



1981 : entriamo nell’era moderna

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



Cambiano le metodiche, cambia la nomenclatura
Già con le tecniche sierologiche  avevamo compreso che i pattern di reazione 
sierologica di alcuni Ag sierologicamente definiti, erano in realtà riconducibili a più 
specifici  sottotipi:  

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.



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 è quello di contenere questa risposta alloreattiva T e B 
mediata nei confronti dei mismatches HLA ed uno dei metodi più potenti 
per farlo è 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 più larghe per quello che 

riguarda i trapianti di organi solidi



Ma tanto lavoro solo per contare i mismatch?

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 l’alloreattività T e B 
mediata e quindi di migliorare l’outcome 
del trapianto 



IL MATCH 
TRAPIANTO RENALE



CRITERI NON IMMUNOLOGICI
•Urgenza clinica
•Tempo di attesa : in lista, in 
dialisi…
•Età, sesso e razza del ricevente
•Differenza di età tra donatore e 
ricevente

CRITERI IMMUNOLOGICI
•Mismatch HLA tra 
donatore e ricevente
•Stato di immunizzazione 
del ricevente
•Numero di trapianti 
precedenti 

GENERALMENTE GLI ALGORITMI DI ALLOCAZIONE BILANCIANO



IL MATCH HLA
Sebbene gli Ag HLA siano i primi allo –
antigeni riconosciuti dal sistema 
immunitario dell’ospite nei trapianti ABO 
compatibili, il ruolo del mach HLA nella
sopravvivenza del trapianto è sempre stato 
controverso.

Ancora un po’ di storia……..

• 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 l’effetto è 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 è arrivata la ciclosporina……
 
E per qualche tempo è sembrato che i nostri Laboratori potessero quasi 

chiudere



La conclusione degli AA. è molto semplice :

�Se la terapia immunosoppressiva ha avuto progressi tali da poter 
trapiantare, con pressochè uguali possibilità di successo, organi 
anche scarsamente compatibili, è giunto il momento di eliminare la 
tipizzazione HLA dagli algoritmi di allocazione.

�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’è 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.

2007
Analisi dell’impatto del 
match HLA sulla 
sopravvivenza del trapianto 
durante due decadi  :
 1985 -1994 e 1995 -2004 sui 
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 è migliorata durante le due decadi 
esaminate, ma l’impatto relativo del  match antigenico HLA è rimasto 
forte ed altamente significativo anche  riguardo la minor incidenza di 
episodi di rigetto (P<0.001) 

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 : 





Il NUMERO DI 
MISMATCH HLA 
DEL I° TP E’ IL 

MAGGIOR 
FATTORE DI 
RISCHIO PER 

AUMENTO DEL 
PRA AL 

MOMENTO DEL 
RINSERIMENTO 

IN LISTA 



Ed ancora Opelz ritorna, a distanza di 10 anni:



Un hazard ratio lineare suggerisce  che:

� L’effetto del match HLA si mantiene forte ed è additivo

� Ogni mismatch  ha lo stesso effetto nel ridurre la sopravvivenza del trapianto 
indipendentemente dal locus e l’effetto è additivo

Osservazione a latere: 

� Tra le variabili non HLA che influenzano l’outcome del 
trapianto importante effetto dell’età del donatore e del 
ricevente



Perché il match HLA fa bene al trapianto
� La principale causa di perdita del trapianto a lungo termine è la risposta 

umorale alloreattiva  e i mismtch HLA sono associati ad un aumentato rischio 
di produzione di anticorpi anti HLA donatore specifici, DSA, i più frequenti dei 
quali sono quelli rivolti contro gli Ag DQB1.

� La presenza di DSA è 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 è possibile, sulla base delle frequenze 
degli Ag HLA nella popolazione calcolare la percentuale di reattività 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 specificità 

degli Ab



La tipizzazione a bassa risoluzione è una semplificazione della complessità 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 è corretto escludere un paziente con 
un Ab allelico (ad es. anti A*24:03) da tutti i donatori A24, semplicemente perchè 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 è molto più ristretto

Il challenge della risoluzione

E siamo solo al 4° digit….. 



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

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

Elogio dell’incoerenza



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

�del fatto che alcuni mismatch sono più immunogeni di altri 

�del rischio che lo sviluppo di anticorpi cross reattivi a seguito 
dell’alloimmunizzazione determini una sensibilizzazione allargata 
riducendo di molto le future probabilità di ritrapianto.

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



IL MATCH
NEL 

TRAPIANTO CSE



Match HLA e trapianto di Cellule Staminali Ematopoietiche 
(CSE)

Ancor oggi la selezione dei possibili donatori MUD (Matched Unrlated 
Donor) è basata sulla tipizzazione in alta risoluzione (HR) degli alleli 
HLA di Classe I A, B, C e di classe II DRB1 e DQB1.

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 può essere particolarmente difficile con combinazioni 
alleliche meno frequenti.

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



Polimorfismo HLA e linkage disequilibrium

All’ultima  revisione dell’aprile 2019 dell’IPD-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*01:01 e B*08:01, ha 
ottime probabilità di condividere con esso anche l’allele DRB1*03:01, lo 
stesso fenomeno renderà assai più 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 aumenterà le probabilità di mm al locus C, come 
un mismatch al locus DRB1 aumenterà quelle allo locus DQB1.



Il 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 mortalità ed è associato ad 
una maggiore sopravvivenza libera da malattia dei pazienti. 

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

�Il locus 
�Il numero dei mismatches
�Le differenze tra antigene ed alleli
�Il livello di espressione nel ricevente dei mismatch HLA
�La posizione e la natura dei mismatches aminoacidici che 
definiscono gli epitopi di Classe I

(Non tratterò ditrapianti aploidentici)  



Mismatch HLA : 1. effetto dei singoli loci 

Nei riceventi caucasici mismatch ad un singolo locus sono associati a :
�Rischio significativamente aumentato di GVHD : HLA A, B e C
�Mortalità legata al trapianto (TRM) : HLA A, C e DRB1
�Mortalità del ricevente : HLA A, C e DRB1

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



 Si può quindi forse fare a meno del locus DQB1

� L’outocome atteso dopo un trapianto 8/8 con un donatore 
con match per i loci A, B, C e DR è sovrapponibile a quello 
di un donatore 10/10

�Quando un donatore full match non è disponible, può 
essere accettabile utilizzare donatori con mismatch al locus 
DQB1

� Se un singolo mm DQB1 può  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 



Mismatch al locus DPB1 si osservano in circa l’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).

E il locus DPB1?



HLA DPB1 è il classico Ag del trapianto: il maggior rischio di GVHD 
associato a mm a questo locus è controbilanciato dall’effetto GVL e 
quindi da un minor rischio di ripresa di malattia e l’effetto del mismatch 
DPB è dose dipendente.

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

Il locus DPB1 ha invece un forte linkage con DPA1 : l’identità al locus 
DPB1 nella maggioranza dei casi è predittiva anche di identità al locus 
DPA1



Gli Ag DP facilitano l’effetto GVL del trapianto

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 è il numero totale dei linfociti T 
infusi a determinare l’effetto GVL



� 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.

Conoscere prima del trapianto lo stato di match tra donatore e 
ricevente al locus DPB1 può 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 è il principale fattore di rischio.

Utilità del typing al locus DPB1



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 è stato il punto di partenza 
per esplorare il ruolo degli epitopi delle cellule T (TCEs) nella GVHD e GVL

Fino a permettere di definire “distanze funzionali” predittive di mismatch 
permissivi al locus DPB1

E a sviluppare un algoritmo basato sui gruppi degli epitopi delle 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 preverrà 
GVHD o GVL.

Questo algoritmo è 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 l’allele, l’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 immunogeenicità, il mismatch sarà 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 più immunogeni del donatore, quindi tale 
mismatch non sarà permissivo nella direzione GVL.

Ne esistono due versioni:
-1.0 : basata essenzialmente sui lavori di Katharina Fleischhauer e di Bronwen Shaw, 
ampiamente validata
-2.o : 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

I rischi di fallimento del 
trapianto, GVHD acuta e la 
mortalità legata al trapianto  
aumentano con il numero dei 
mismatch.
L’effetto è più pronunciato 
per malattia agli stadi iniziali 
(A) e può essere calcolato in 
circa 10-11% di riduzione della 
sopravvivenza per ogni 
mismatch aggiuntivo.

Da Lee et al. Blood 2006



Mismatch HLA : 3. differenze tra antigeni ed alleli

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

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



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 può diventare evidente 
specie quando esista tra ricevente e donatore un mismatch ad uno 
dei loci principali

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 morbidità e della 
mortalità 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.



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.

NEJM  1990; 323: 1818-1822

Già 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 più consistenti 
sono ben tollerati.

Questa differenza di comportamento non può essere prevista dalla 
semplice differenza allelica; evidentemente i diversi gradi di 
permissibilità 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

In questo lavoro  differenti 
combinazioni di mismatch 
non permissivi : 
4 per HLA – A, 1 per B, 
7 per C, 2 per aplotipi 
DR/DQ e 2 per HLA - DP



Anche nel trapianto di CSE poter predire  la permissibilità o meno dei 
mismatch è di fondamentale importanza.

Molto abbiamo imparato, ma non è 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 può 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 è poco, visto che da lì parte la produzione dei 
cloni B linfocitari specifici.

Manca ancora qualcosa…….



ANTIGENI

E
D

EPITOPI



Conosciamo più da vicino gli Ag HLA 

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

HLA Classe I HLA Classe II



Ed i loro anticorpi

La zona di legame con l’Ag di un Ab è formata dall’insieme delle due regioni variabili aminoterminali  delle 
catene leggere e pesanti 

La variabilità della  sequenza aminoacidica delle 
regioni variabili, derivata da ricombinazione genica 
e successive mutazioni somatiche, è concentrata in 
tre segmenti di ogni regione variabile, detti regioni 
ipervariabili.
Sono costituite da 10 aa. E dal momento che 
formano una combinazione complementare all’Ag 
sono dette regioni determinanti la 
complementarietà (CDRs)

I  CDRs determinano sia la specificità che l’affinità 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 complementarietà con gli Ag:
per quello che riguarda gli Ab anti –HLA essi riconoscono epitopi target sugli Ag 
HLA, chiamati 



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

Sebbene i geni HLA fossero  già allora riconosciuti come altamente polimorfici (250 
specificità nel 1997..) i prodotti proteici delle molecole di Classe I e II 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 reattività 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 è mediante analisi dei 
pattern di reazione di un’ampio range di Ab anti HLA ed assegnazione della 
specificità dell’epitopo in base al pattern di reattività .
 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 più 
aminoacidi. 
I 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.



Definizione degli epitopi HLA.2

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

Mediante analisi strutturale dei complessi Ag-Ab cristallizati, l’ Autore ha 
dimostrato che la specificità di legame è determinata essenzialmente da 
un cluster tra i 3 e i 5 aa., detta epitopo funzionale, localizzato 
centralmente all’interno del più grande epitopo strutturale costituito da 
circa 15-20 residui aminoacidici, ciascuno dei quali coinvolto nel legame 
Ag-Ab.



Interfaccia tra il paratopo anticorpale e l’epitopo antigenico

Il paratopo dell’Ab  incorpora le 3 CDRs (regioni determinanti la complementarietà) 
di ogni catena leggera e pesante che vengono in contatto con l’ epitopo antigenico. 
Ci sono circa da 10 a 22 residui di contatto che determinano l’epitopo strutturale; 
centralmente a questi si trova un cluster di residui aa. che sono i determinanti chiave 
della specificità di legame dell’Ab che è 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 Å 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 è indicato da un numero che rappresenta la 
posizione degli aa. polimorfici nella sequenza, seguito da una 
serie di lettere che rappresentano i residui polimorfici 
associati:

Ad es. l’eplet :  82LR 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

3 dei 54 eplet dell’Ag  HLA A*01:01:
•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 



Correlazione tra TEREps e Eplets

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



E SE BASASSIMO ALLORA IL MACH SUGLI EPITOPI?

Dopo quanto abbiamo imparato sugli epitopi funzionali, prende senso la possibilità di 
un match non più rivolto verso gli Ag HLA, bensì 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 più limitato numero di residui 
aminoacidici diversi tra donatore e ricevente.
 Il principio su cui si basa è che se un Ag HLA del donatore condivide uno specifico 
epitopo con un Ag HLA del ricevente, questo epitopo non verrà riconosciuto come 
non-self e quindi non determinerà una risposta immune umorale.  

Ridurre ogni Ag HLA in un rosario di epitopi potrebbe originare 
informazioni biologicamente forse  più rilevanti di quanto non forniscano 

i semplici antigeni HLA, pur in  alta risoluzione

Se lo scopo del match HLA nei trapianti è di ridurre il numero dei 
target anticorpali, la logica progressione è quindi definire il match sulla 

base di questi bersagli anticorpali



“Tools for Epitope Matching”

match HLA in progress



Disponibile su : 
http://www.epitopes.net

PIRCHE

Disponibile su : 
http://www.pirche.com

Entrambi gli algoritmi sono gratuiti 
e assolutamente free



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

�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

�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 reattività T cellulare verso le molecole HLA allogeniche.

HLAMatchmaker e PIRCHE



HLAMatchmaker

L’algoritmo si basa sul disegno teorico di 
aree di residui aminoacidici polimorfici, 
le eplet, presenti sugli Ag HLA del 
donatore e non del ricevente ed 
accessibili agli anticorpi.
Lo scopo è predire la risposta umorale 
dopo evento immunizzante quale 
gravidanza o trapianto. 

Prof. Renè Duquesnoy 



HLAMatchmaker

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

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

� La versione attuale è invece basata sulle eplets, sequenze anche 
discontinue di aminoacidi, ma in posizione accessibile agli 
anticorpisono e tra di loro spazialmente vicini nel raggio di 3 Å .

� 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 



Come funziona HLAMatchmaker?

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

Donatore e 
ricevente 

devono essere 
tipizzati a 4 

digit di 
risoluzione 

Rappresentazione dei mismatch a livello di Ag HLA e a livello di eplet ottenuti 
mediante HLAMatchmaker tra un potenziale ricevente (A*02:01, A*32:01; B*18:01, 
B*35:01) e due potenziali donatori. Gli eplet verificati rappresentano epitopi confermati 
di legame con l’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 

19



Sono state valutate due ampie casistiche (UNOS ed Eurotransplant) di 
trapianti a 0 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 quelli a o A 
e 0 B mismatch intesi a livello antigenico. 



Epitope matching per i pazienti immunizzati
Dove l’epitope matching dà il suo meglio è nel trovare donatori 
compatibili per i pazienti altamente immunizzati 

Gli AA. hanno valutato la probabilità di trovare un donatore con 0, al 
massimo 2 mismatch a livello di epitopi (triplette) per pazienti con 
PRA>85%.
Usando HLAMatchmeker la probabilità di trovare un donatore 
compatibile è maggiore utilizzando, come criterio di allocazione, i 
mismatch accettabili, piuttosto che limitando il match all’identità 
antigenica HLA. 



L’Eurotransplant ha subito accettato quest’approccio 
per la ricerca di donatori per pazienti altamente 
sensibilizzati attuando l’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

L’epitope matching è un po’ come lo spread : l’Italia ha l’INKA, 
la Germania, dal 2004, l’ Acceptable Mismach (AM) Program….

In questo Programma è definito Mismatch Accettabile ogni mismatch antigenico  
contro cui i pazienti non abbiano mai formato Ab (Virtual Crossmatch negativi)  o 

quelli identificati dal programma  HLAMatchmaker





Quantitative eplet matching theory : ruolo del carico di epitopi

vs

Donor 1

Donor 2

Pur a parità di mismatch HLA, il 
Donatore 1 ha potenzialmente un 
minor numero di target 
anticorpali (solo per i verificati 7 
vs 19) e quindi è a minor rischio 
di determinare una risposta 
immune umorale
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Studi clinici che esaminano il ruolo dei mismatch a livello di 
eplet nel trapianto di organi solidi (anni 2006-2016)

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

Tutti questi studi 
concludono che strategie 
per ridurre il numero dei 
mismatch a livello di eplet, 
sono premiate da una 
minor  formazione di Ab 
anti HLA, ridotta 
incidenza di AMR, 
insufficienza del graft e 
minor incidenza di 
ritrapianti a causa della 
sensibilizzazione



Pensiamo ai giovani : 

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 reattività anticorpale osservata dopo un evento 

sensibilizzante

Un mismatch antigenico, infatti, può indurre la comparsa di Ab 
reattivi non solo con l’Ag immunizzante, ma anche con altri Ag che 

condividono epitopi con quel determinato Ag

Comparsa di anticorpi non donatore specifici nel 
post - trapianto 



Immunogenicità dei mismtches HLA

Ma nemmeno Duquesnoy ed il suo HLAMatchmaker, che considera le 
basi strutturali degli epitopi sugli Ag HLA, è 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, 
l’engranftment e la GHVD



Da Duquesnoy et al. 2008

Il mancato effetto positivo del match basato sulle triplette risiede nel 
fatto che HLAMatchmaker considera la compatibilità a livello umorale 
: si basa cioè 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 l’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.



A questo punto arriva il PIRCHE – (I o II)
Che è l’acronimo di :

P redicted
I ndirectely
R ecognizable
Class II presented
H LA
E pitopes
(I o II – HLA ClassI or 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



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

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

Le cellule T giocano un ruolo chiave sia sia nell’alloreattività mediata dagli 
stessi linfociti T che dai linfociti B.
Esistono 3 distinte modalità 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



Riconoscimento indiretto

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 superficie 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 naïve a 
cellule B di memoria e plasmacellule  
-lo swich isotipico da IgM a IGg 
-la sintesi di Ab IgG Donatore 
specifici.    



Il 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. 



Valori di PIRCHE

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

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

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



PIRCHE e trapianto di CSE

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

� 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.

� PIRCHE I potrebbe indicare un effetto anti neoplastico promuovendo 
l’alloreattività CD8+ contro le cellule leucemiche.



PIRCHE e trapianto di organi solidi







Utilità clinica di PIRCHE : 
valutazione del rischio e selezione del donatore

� L’algoritmo PIRCHE può aiutare nell’identificare mismatch HLA 
permissivi quando non sia disponibile un donatore HLA 
compatibile

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

� 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 più intensi

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

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



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

Dal momento che gli epitopi sono definiti in base alla loro capacità a legare gli 
anticorpi, un match basato su di essi è la logica conseguenza per contenere la risposta 
anticorpale e vi è infatti accordo generale che tale tipo di match  migliorerebbe 
l’outcome dei trapianti.
Vi è anche accordo generale che un tale tipo di match supera il match antigene-fondato 
e offre nuove opportunità 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 così future sensibilizzazioni con lo sviluppo di Ab anti HLA, 
fatto questo molto importante in vista di ritrapianto

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



�Per determinare gli epitopi in modo corretto è necessario tipizzare  
donatori e riceventi in alta risoluzione

Anche se talvolta in urgenza può 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 così 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 più 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 l’attribuzione degli alleli potrebbe essere non 
corretta.  

MA



� Non è ancora stata completamente determinata la rilevanza biologica e la relativa 
immunogenicità 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

� 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

� 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.

� Non ultimo esiste il timore che tale approccio possa ridurre l’accesso al pool dei 
donatori 

Ed inoltre : 



E nel frattempo?

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

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 fuorchè sul match HLA e vediamo 
se correlano con un andamento peggiore dei 
trapianti,  
Ma facciamolo insieme.

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



Renè  Dusquenoy – agosto 2017

Buttiamo il cuore oltre l’ostacolo!



Grazie per avermi 
invitato, ma 
soprattutto grazie 
per avermi 
ascoltato


