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Introduzione

Permesso un notevole incremento dej trap
In questi ultimi anni si ¢ sviluppato anche in Italia un programma di trapianto di cellule
staminali da sangue di cordone ombelicale (CSCO). 11 sangue placentare-cordonale
offre, infatti, alcuni vantaggi rispetto al midollo 0sseo, soprattutto nel trapianto
eterologo, i piu importanti dei quali sono rappresentati dalla quantitd pressoche
illimitata di donatori, dalla pronta disponibilita per il trapianto e dall’assenza di
contaminazioni virali endemiche nelle popolazioni adulte, come il citomegalovirus
i ). L’esperienza accumulata nei trapianti finora
effettuati ha indicato una capacita di attecchimento comparabile a quella del midollo e
| contemporaneamente una ridotta reazione immunitaria contro le cellule del ricevente e
questo permette di utilizzare anche donatori con mismatches per il sistema HLA.
Le cellule del sangue cordonale hanno una riduzione marcata dell'espressione degli
antigeni HLA di classe I e II e le tecniche di tipizzazione sierologica non sono
sufficienti per la loro definizione, infatti non sono in grado di caratterizzare esattamente
il polimorfismo allelico HLA-DQ, DRBI1, B3, B4, BS e di evidenziare gli antigeni DP
come pure molti degli antigeni HLA di classe I. Inoltre, I’esecuzione di test funzionali
per accertare la compatibilita donatore-ricevente (coltura linfocitaria mista e precursori
dei linfociti T citotossici) sulle CSCO non sono di facile esecuzione e quindi si rende
indispensabile I'uso di metodiche alternative, quali la tipizzazione per sequenza, atte a
deter e la completa tipizzazione di tutti gli antigeni HLA noti.
Vista I'importanza primaria delle differenze sottotipiche HLA di classe [ e I
getto nel trapianto di midollo da non correlato, &

nell'insorgenza di GVHD e di r
auspicabile una accurata determinazione degli alleli HLA di classe I e II nella
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t‘;:;{ut&m%l:; della compatibilitd donatore-ricevente, nell’ambito di un piano di

L’Ombiettivg gral segu;:nza di tutti i campioni DNA di CSCO.

e Totl e e de lzlostro lavoro ¢ stato quello di valutare la compatibilita HLA di

= ! ;iop_pl_e onatore CSCO e ricevente di trapianto di midollo sulla base di

automaumgeo tipizzazione HL.A .eﬁ'cttuato_ mefliante metodiche di sequenziamento
per accertare a posteriori le combinazioni alleliche sottotipiche permissive

nei confronti del rigetto o della GvHD.

Materiali e metodi

iIn:::if;mL ;m;;c:éi ga R:(gEeSZminail:il provengono da due Centri trapianto, uno gia
TR § e g _Quello d}retto dal prof. Amadori dell’Ematologia
lfllvcrsxta di Tor Vergata di Roma, I’altro ¢ diretto dal dott. Jacone del Centro
trasfusionale dell’Ospedale di Pescara.
Pre@ !'Istituto .CNR ¢ in corso la tipizzazione del DNA proveniente da CSCO, raccolte
Ppresso 1 st.lddcttl Centn e che ad oggi sono circa 500 (273 cordoni da Roma e 171 da
Pescara) gia definite sierologicamente per gli antigeni HLA di classe 1.
Per quanto riguarda il locus DRBI, ¢’ stato effettuato uno screening preliminare con
PCR-SSP dei principali gruppi allelici DRB1 e successivamente una analisi di sequenza
(SBT), secondo il metodo di Sanger, del II esone del gene DRBI con I’impiego di dye
u primers ed AmpliTag FS. Tale metodica mediante utilizzo di specifici pacchetti
) software di analisi (Match Maker) ha consentito esatta definizione dei sottotipi degli
~ alleli DRBI e, rispetto ad altre metodiche di biologia molecolare, quali I’amplificazione
con primers sequenza-specifici (PCR-SSP) e I’amplificazione ed ibridazione con
oligonucleotidi sequenza-specifici (PCR-SSO), pud identificare alleli poco frequenti
nella popolazione Italiana e possibili nuovi alleli.
Per quanto riguarda gli antigeni di classe I, presso il Centro di biotecnologie avanzate di
Genova-IST & stata messa a punto la tecnica di sequenziamento per il locus HLA-A,
zzando due primers locus-specifici che permettono di amplificare un frammento di
A che si estende dall’esone 1 all’esone 5 (2 Kb) e una reazione di sequenza forward
do 6 primers fluorescinati scelti nelle regioni fiancheggianti gli esoni

& stata allestita una metodica di sequenziamento automatico anche

1 primers disegnati in modo da discriminare il polimorfismo

2 e 3 e marcati con i nuovi fluorocromi Bigdye (diclororodamina
.sta nuova strategia di tipizzazione ha il vantaggio di
viene rilevato dal laser come picchi omogenei in altezza ed
 sovrapposizione degli spettri di assorbimento con conseguente
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Risultati

L’anali‘si degli allelismi HLA di classe I definiti sierologicamente effettuata su cellule
Pm.vemcnti da sangue cordonale ha evidenziato una piu elevata incidenza di blanks, cioe
antigeni non definiti sierologicamente (locus HLA-A fa.=12,7% vs 2,6%; locus B
f.a.=6,4% vs 3,8%) se paragonata a quella presente in campioni di sangue periferico di
una popolazione italiana di controllo.

Il_ polimorfismo del locus DRBI1, difficilmente valutabile con le normali tecniche
sierologiche a causa della ridotta espressione degli antigeni sulla superficie cellulare, &
stato studiato mediante tecniche piu sofisticate di sequenziamento diretto e 1'ausilio di
programmi dedicati all’assegnazione allelica.

Q}Je.sta strategia di tipizzazione offre notevoli vantaggi per quanto riguarda la pratica
clinica. Innanzitutto, & da considerare il minor tempo di esecuzione richiesto per una
completa tipizzazione; ad esempio, per il locus DRB1, per definire 18 campioni
occorrono 24 ore con I’SBT rispetto alle 27 ore necessarie impiegando le tecniche pit

rapide di biologia molecolare quali I’SSP (tabellal).

Tabella 1. - Tempi di esecuzione tipizzazione DRB! con tecniche PCR-SSP e di sequenziamento

automatico (DNA gia estratto).

SBT |

SSP

“LOW RESOLUTION" typing 24 h / 18 campioni
3.00 h / 4 campioni (sequenza forward e reverse)
“HIGH RESOLUTION " typing
3.00 h / 4 campioni
Totale
6.00 h / 4 campioni
27.00 h / 18 campioni

Inoltre, considerando che la quantita totale di DNA disponibile per la tipizzazione ¢ da
mantenere come riserva per ulteriori controlli di compatibilita in caso di effettivo
utilizzo per trapianto ¢ di circa 60 microgrammi (28 pg per la tipizzazione genomica €
28 pg di riserva), tale metodologia permette di effettuare una analisi completa HLA di
classe I e II con soli 3.7 pg di DNA, mentre utilizzando le tecniche SSP o SSOP ¢

richiesto tutto il DNA di cui si dispone (tabella 2).
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Tabella 2. . Quantita di DNA genomico per tipizzazione completa HLA di classe I e 11

L SSP SEQUENZA |
A, B, C 12.000 ng A,B,C 1.500 ng
DRB1 6.000 ng DRB1 700 ng
DQA1 1.925 ng DQA1 S00 ng
DQBI1 2.700 ng DQB1 500 ng
DPB1 5.200 ng DPB1 500 ng
Totale 27.825 ng Totale 3.700 ng

L’analisi dei costi ha dimostrato che una tipizzazione completa per sequenza viene
eseguita con una spesa che & meno della meta del costo di una tipizzazione con SSP , a
parte la spesa iniziale dell’apparecchio che pud essere ammortizzata utilizzandolo a

pieno ritmo su un gran numero di campioni (tabella 3).

Tabella3. - Costi per una tipizzazione DRBI con tecniche PCR-SSP o di sequenziamento automatico.

SSP SBT
“low resolution” dye-primers
L. 49.000 / campione L. 70.000 / campione
1-2 alleli in 1 sottogruppo 2 alleli in 2 sottogruppi dye terminators
L.32.000 L. 64.000 L. 50.000 / campione
Tipi : [
1 sottogruppo 2 sottogruppi
L. 81.000 L. 113.000
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