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Cos’è il cfDNA?

Piccoli frammenti di DNA che si trovano nel plasma di ciascuno di noi
Tre ambiti di applicazione in medicina:

- ambito oncologico
- ambito prenatale
- ambito trapiantologico



 In ambito oncologico il ctDNA serve per:
- diagnosi precoce
- monitoraggio effetto terapia
- monitoraggio comparsa resistenza alla malattia
- MRD

LIMITARE LE BIOPSIE TISSUTALI / ASPIRATI MIDOLLARI

 In ambito di diagnosi prenatale il cfDNA serve per:
- stimare il rischio di alterazioni citogenetiche con un buon livello di accuratezza
- determinare il sesso del feto

LIMITARE LA DIAGNOSI PRENATALE INVASIVA

 In ambito trapiantologico il dd-cfDNA serve per:
- diagnosticare il rigetto/danno d’organo
- monitorare la risposta alla terapia degli episodi di rigetto

LIMITARE LE BIOPSIE DELL’ORGANO TRAPIANTATO

Come si usa oggi il 

cfDNA?



Il cfDNA nel contesto del trapianto

Adapted from: Current Heart failure reports, 20:493, 2023
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33 studi stanno reclutando o cominceranno a 

reclutare



Il dd-cfDNA nel monitoraggio del rigetto acuto nel

trapianto di rene

European Society of Organ Transplantation Consensus Statement on Testing for Non-Invasive Diagnosis of Kidney Allograft Rejection, 

Jan 2024



Bu et al, Kidney Int., 2022 (US)

Il ruolo del dd-cfDNA nel trapianto di rene: lo 

studio ADMIRAL

 1092 kidney transplant

recipients monitored for dd-

cfDNA over a three-year

period

 association of dd-cfDNA with

histologic evidence of allograft

rejection

 persistently low dd-cfDNA

levels may accurately

identify allograft

quiescence or absence of
injury



Il ruolo del dd-cfDNA nel trapianto di rene: lo 

studio TRIFECTA

Halloran et al, JASN, 2022 (Canada)



Il ruolo del dd-cfDNA nel trapianto di rene

To assess the association of dd-cfDNA with rejection, disease activity 
and severity

To assess its independent and added value to detect rejection 
beyond standard of care monitoring

Aubert et al, Nature Medicine. 2024



Cohort: 3,733 kidney transplant evaluations between 2013 and 2022

French development cohort : 1,415 evaluations

Validation cohort : 2,318 evaluations in the US (11 centers) and Belgium (1center)

Evaluations 

(n=3,733) 

• Baseline characteristics

• Renal function + Proteinuria (P/C)

• HLA DSA at the time of TX

• HLA DSA at the time of biopsy

• Histology :
• Banff 2019 scores

• Diagnoses

• dd-cfDNA (AlloSeq and AlloSure)

Rejection

Banff scores

Il disegno dello studio

Aubert et al, Nature Medicine. 2024



Aubert et al, Nature Medicine. 2024

Number of Number of
OR 95% CI p

OR 95% OR bootstrap 

BCAbiopsies events

eGFR (mL/min/1.73 m2) 1,395 226 0.989 (0.979-0.999) 0.033 (0.979-1.000)

Proteinuria (g/g) (log transformation) 1,395 226 1.180 (1.031-1.350) 0.016 (1.029-1.350)

Kidney graft No 1,170 159 1 -

-

instability* Yes 225 67 1.768 (1.144-2.711) 0.010 (1.102-2.894)

Previous episode of No 1,300 178 1 -

-

Rejection Yes 95 48 4.756 (2.852-7.920) 4.754e-09 (2.781-7.827)

Anti-HLA DSA

<500 859 76 1 - -

MFI ≥500 – 3,000 424 93 3.081 (2.152-4.429) (2.062-4.496)

≥3000 – 6,000 54 20 3.310 (1.618-6.597) (1.726-6.607)

≥6,000
58 37 6.338 (3.186-12.791) 2.125e-12 (3.410-12.258)

dd-cfDNA (log transformation) 1,395 226 2.275 (1.902-2.739)

<2.2e-16

(1.805-2.801)

Derivation cohort

Il dd-cfDNA mostra significativa associazione con 

il rigetto



Aubert et al, Nature Medicine. 2024

Validation cohort

Il dd-cfDNA mostra significativa associazione con 

il rigetto



Il ruolo del dd-cfDNA nel trapianto di cuore

JACC: HEART FAILURE, 11:263-276, 2023



Kuush et al, Am J Transplant. 2019

Il dd-cfDNA come marcatore di rigetto nei

trapiantati di cuore (D-OAR)

 740 pazienti da 26 centri con

biopsie seriali

 La misurazione

standardizzata di dd-cfDNA

discrimina rigetto acuto da

non-rigetto



Il dd-cfDNA come marcatore di rigetto nei

trapiantati di cuore (GRAFT)

Agbor-Enoh et al, Circulation, 2021

 171 pazienti

 Il test è attendibile 4

settimane dopo il trapianto

 Il dd-cfDNA si alza circa 4

mesi prima dell’evidenza

istologica di rigetto

 La lunghezza dei frammenti di

dd-cfDNA è suggestiva del

tipo di rigetto

 Il test può evitare un numero

significativo di biopsie

protocollari



Come monitoriamo il dd-cfDNA?

NGS sequencing of >200 SNPs vs 50 

in/del markers

Highly quantitative PCR conditions, 

may be multiplexed

Sorbini et al, Biomolecules, 14:498, 2024



Cosa è disponibile in Europa?

JACC: HEART FAILURE, 11:263-276, 2023



La nostra esperienza sfruttando gli HLA DRB1 in 

ddPCR
Probe ID Target allele

dHsaEXD29156242 HLA-DRB1*01

dHsaEXD93426015 HLA-DRB1*03

dHsaEXD67695788 HLA-DRB1*04

dHsaEXD41965561 HLA-DRB1*07

dHsaEXD16235334 HLA-DRB1*08

dHsaEXD80505107 HLA-DRB1*11

dHsaEXD54774880 HLA-DRB1*13

dHsaEXD29044653 HLA-DRB1*15/16

Perché il gene HLA-

DRB1?
 Non è troppo polimorfico nella popolazione

 Sonde e primers erano commercialmente

disponibili

 I trapianti ”matched” per HLA-DR vanno in

generale meglio

Heart transplants

Zou et al, Hum Immunol

2017

Patent P2021/10



Validazione di un test “home-made”

Sorbini et al., J Heart Lung

Transpl, 2021

Sorbini et al., Transplant

Intl, 2022

Sorbini M, Carradori T,  et al., 

submitted



Quando e come usare questo test?

 Poiché ha un valore predittivo negative lo potremmo usare per limitare le biopsie di
sorveglianza

 Abbiamo offerto a una popolazione di pazienti pediatrici trapiantati di cuore e in follow-up
presso il Centro di Torino il monitoraggio del dd-cfDNA come parte dei loro esami di controllo
a ogni appuntamento per 12 mesi consecutive

 Al termine dello studio abbiamo correlato i dati di dd-cfDNA con le informazioni cliniche, di
laboratorio, di imaging e di biopsia per capire che cosa aggiunge questo monitoraggio



La coorte pediatrica di trapiantati di cuore

Sorbini et al., Transpl. Direct, 

2024



La coorte pediatrica di trapiantati di cuore

Sorbini et al., Transpl. Direct, 

2024



The pediatric heart transplant cohort

Sorbini et al., Transpl. Direct, 

2024



The pediatric heart transplant cohort

 Con il cut-off di 0.55%, il test aveva il 100% di sensibilità
 Pazienti con livelli di dd-cfDNA levels sotto il cut-off potrebbero posporre la loro biopsia di

sorveglianza
 Con questi criteri avremmo evitato una biopsia a 7 pazienti, tutte con esito 0R

Sorbini et al., Transpl. Direct, 

2024



Un modello operativo per usare il dd-cfDNA nei

trapiantati di cuore

Dd-cfDNA

< cut-

off

Dd-cfDNA

mildly

elevated

Dd-cfDNA

frankly

elevated

Low risk
Intermediate 

risk
High risk

No 

further

workup.

Repeat as

planned

Consider

further

workup:

Imaging

DSA

EMB

YESNO

Is there clinical suspicion

of rejection?

Is there clinical suspicion

of rejection?

Consider

repeating

test and 

re-

evaluatin

g patient

after a 

short 

interval

(e.g. 1-2 

weeks)

Consider

further

workup:

Imaging

DSA

EMB

YESNO

Consider

further

workup:

Imaging

DSA

EMB



E nel trapianto di rene come lo usiamo? Le 

raccomandazioni ESOT
Question 1. In kidney transplant patients with stable graft function, is plasma dd-

cfDNA measurement a reliable diagnostic tool for subclinical acute rejection monitoring

when compared with standard of care (eGFR/creatinine monitoring or surveillance

biopsy)?

Recommendation 1.1 - We suggest that clinicians consider measuring serial plasma dd-

cfDNA in patients with stable graft function to exclude the presence of subclinical

antibody-mediated rejection. Quality of Evidence - Moderate Strength of Recommendation

- Weak in Favor

QUANDO? Insieme ai DSA (4/5 volte nei primi 24 mesi) e/o in concomitanza di una biopsia

nei centri che eseguono biopsie protocollariQuestion 2. In kidney transplant patients with acute allograft dysfunction, is plasma

dd-cfDNA measurement a reliable diagnostic tool for acute rejection monitoring when

compared with standard of care (eGFR/creatinine monitoring or for cause biopsy)?

Recommendation 2.1 - We recommend that clinicians measure plasma dd-cfDNA in patients

with acute graft dysfunction to exclude the presence of rejection, particularly

antibody-mediated rejection. Quality of Evidence - Moderate. Strength of Recommendation

– Moderate in Favor

QUANDO? In concomitanza della biopsia. Ma cosa aggiunge?



• Quanti analisi eseguite in un anno (se recentemente introdotto quante in un mese)?

• Per quali pazienti eseguite il test?

• Per quali indicazioni cliniche eseguite il test?

• Quanti e quali plasmi sono analizzati per ciascun paziente?

• Quali provette sono utilizzate per la raccolta del plasma

• Come viene estratto il DNA?

• Tipo di kit estrazione automatica

• Viene valutata la quantità del DNA estratto prima del test

• Se sì, con quale metodica?

• Quale metodica è utilizzata per il test

• Con quale software analizzate i risultati?

• Quale cut off (%) viene utilizzato come soglia?



Quanti test eseguiti in un 

anno ?

• < 100 (4, 23.5%)

• > 100 (1, 5.9%)

• non ancora  introdotto 

(12, 70.6%)

pediatrici cuore (2, 15.4%)

adulti cuore (5, 38.5%)

polmone (1, 7.7%)

pediatrici rene (2, 15.4%)

adulti rene(10, 76.9%)

pediatrici fegato (1, 7.7%)

fegato(3, 23.1%)

altro: rene-pancreas 

e pancreas isolato (2, 15.4%)

Per quali pazienti eseguite il test?

Per quali indicazioni cliniche 

eseguite il test?

Quale metodica è utilizzata per 

il test?

• < 10 (3, 21.4%)

• > 10 (2, 14.3%)

• non ancora  introdotto  (9, 

64.3%)

Quanti test eseguiti in un 

mese?



• Cut-off definito per ciascun 

organo/kit utilizzato

• Controlli di qualità 

• Identificare una prestazione con 

dicitura/costo compatibile con il 

test 



Per concludere

 Il monitoraggio del dd-cfDNA nel trapianto di rene e di cuore sta acquistando importanza

 I sistemi più consolidati per il suo monitoraggio sono basati su NGS (in Europa) e su NGS e dd-
PCR (negli Stati Uniti)

 Il test ha un valore predittivo negativo elevato

 Occorre disegnare delle sperimentazioni cliniche multicentriche e coordinate per potere
analizzare numeri alti di pazienti



SC. Cardiochirurgia

pediatrica

Lavoro di squadra!

Monica Sorbini


