dirigenza sanitaria

Il ruolo dellaboratorio di Immunogenetica
nellarete del Registro Nazionale Italiano
dei Donatori di Midollo Osseo

La compatibilita degli alleli HLA fra donatore e
ricevente e alla base del successo del trapianto di
cellule staminali ematopoietiche (CSE). Solo il
30% dei pazienti in attesa ha un familiare

compatibile, da qui 'esigenza di reclutare in tempi

rapidi un numero sempre crescente di donatori
volontari. 'introduzione del sequenziamento di
nuova generazione neilaboratori di
Immunogenetica ha consentito di rendere piu
rapido e accurato I'inserimento di nuovi donatori

nel Registro IBMDR

Il trattamento di pazienti con patolo-
gie onco-ematologiche sta vivendo un
capitolo senza precedenti, grazie al-
l'introduzione nella pratica clinica di
terapie farmacologiche mirate e alla
sperimentazione di molecole che mo-
strano un elevato tasso di risposta e un
basso profilo di tossicita. Tuttavia, una
remissione durevole della malattia vie-
ne osservata solo in una parte dei pa-
zienti e ancora oggi, il trapianto di cel-
lule staminali ematopoietiche (CSE) si
dimostra la principale strategia tera-
peutica.

Con il trapianto di CSE si determina la
sostituzione di un midollo osseo con
CSE sane, che andranno a rigenerare
tutte le linee cellulari del sangue e ri-
costituire le normali funzioni ematolo-
giche ed immunologiche.

Le CSE, infatti, grazie alle loro caratte-
ristiche di automantenimento, di diffe-
renziazione nelle diverse cellule ema-
tiche, di conservazione della vitalita do-
po manipolazioni, quali crioconserva-
zione e scongelamento, e alla capacita
di raggiungere e insediare, una volta in-
fuse per via endovenosa, la sede mi-
dollare, sono idonee per l'uso clinico ai
fini di trapianto.

I geni appartenenti al Sistema HLA (Hu-
man Leucocyte Antigene) sono la pri-
ma barriera immunologica al successo
del trapianto di cellule staminali ema-
topoietiche, in quanto & proprio la cor-
rispondenza degli antigeni di istocom-
patibilita fra donatore e ricevente a de-
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terminarne la riuscita. A causa, pero,
dell’elevato polimorfismo dei geni co-
dificanti le molecole HLA di classe I e II,
la possibilita per un paziente di trovare
un donatore compatibile nella famiglia
fra i fratelli, e solo del 30%, e diminui-
sce ancora di pit (1: 100.000) fuori dal-
I'ambito familiare.

Per incrementare la probabilita di re-
perire un donatore compatibile non con-
sanguineo, sono stati istituiti in quasi
tutti i Paesi del mondo dei Registri Na-
zionali di donatori volontari, organiz-
zazioni che costituiscono dei veri e pro-
pri archivi di dati genetici, in collega-
mento tra di loro, in grado di indivi-
duare per pazienti affetti da malattie
ematologiche gravi, un donatore vo-
lontario, estraneo alla famiglia, che pre-
senti caratteristiche immunogenetiche
tali da consentire il trattamento tera-
peutico con elevate probabilita di suc-
cesso.

Nel 1989, presso 'Ente Ospedaliero
Ospedali Galliera di Genova, € stato isti-

o [

tuito 'IBMDR (Italian Bone Marrow Do-
nor Register), il Registro Italiano dei Do-
natori di Midollo Osseo, riconosciuto a
livello nazionale dalla Legge n° 52 del
6 marzo 2007 e definito dall’Accordo
Stato-Regioni del 5/10/2006, quale uni-
ca struttura autorizzata alla ricerca di
CSE da non familiare per finalita di tra-
pianto. Tale Centro coordina tutti i Re-
gistri istituiti a livello regionale (Regi-
stri Regionali), assicura e certifica il cor-
retto svolgimento delle procedure di re-
perimento delle cellule, dalla ricerca,
all’esecuzione delle indagini genetiche
di istocompatibilita, al prelievo ed infi-
ne al trasporto delle cellule presso la
struttura che effettuera il trapianto.
L'IBMDR e accreditato presso la World
Marrow Donor Association (WMDA) e
certificato ISO 9000:2015 e tutte le sue
attivita, quelle dei Registri Regionali e
di ogni struttura che afferisce al pro-
gramma di ricerca e trapianto, sono di-
sciplinate dagli Standard operativi
IBMDR.
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La rete operativa del'IBMDR & costi-
tuita dai laboratori di Immunogeneti-
ca, che effettuano la tipizzazione HLA
dei potenziali donatori adulti che si
iscrivono nel database IBMDR, di quel-
li richiamati per le riqualificazioni o ap-
profondimento delle caratteristiche im-
munogenetiche mediante studi ad alta
risoluzione, delle unita di sangue cor-
donale e della madre donatrice, non-
ché dei pazienti ematologici, dei loro
familiari e di eventuali donatori non
correlati.

Nell’anno 20271 in Italia sono stati re-
clutati 24.227 nuovi donatori, dei qua-
li 1.321 nella Regione Lazio, e cio ha
consentito di poter effettuare, nello stes-
so anno, 932 trapianti da I donazione
dato che dimostra il continuo trend in
crescita di tale importante attivita.
Tra le competenze del laboratorio di Im-
munogenetica vi € inoltre la valutazio-
ne dello stato di pre-sensibilizzazione
verso le molecole allogeniche HLA e
non di un potenziale donatore, e lo stu-
dio del chimerismo post-trapianto per
il monitoraggio dei livelli di attecchi-
mento delle CSE.

Il laboratorio di immunogenetica deve
operare in conformita alle procedure
tecniche e agli standard operativi del-
I'IBMDR e della WMDA oltre ad essere
accreditato da Societa Scientifiche In-
ternazionali quali I’EFI (European Fe-
deration for Immunogenetics) o ’ASHI
(American Society for Histocompatibi-
lity and Immunogenetics) che garanti-
scono il mantenimento dei necessari li-
velli di qualita.

La UOC Laboratorio di Genetica Medi-
ca — Sapienza Universita di Roma, A.O.
San Camillo-Forlanini, oltre a svolgere
attivita di tipizzazione HLA & sede del
Registro Regionale IBMDR del Lazio, al
quale afferisce anche, per la tipizzazio-
ne HLA, il Centro trasfusionale del Po-
liclinico Umberto I.

Lintroduzione del sequenziamento di
nuova generazione (NGS) ha rappre-
sentato negli ultimi anni I'approccio de-
terminante per raggiungere un incre-
mento significativo delle tipizzazioni
HLA e di conseguenza del numero di
nuovi donatori inseriti nel database
IBMDR, supportato anche da un con-
comitante ed efficace reclutamento da
parte delle associazioni, quali 'TADMO,
che collaborano con il Registro in que-
sta attivita.

L'applicazione del sequenziamento di

nuova generazione alla tipizzazione
HLA, ha portato oltre che ad una note-
vole diminuzione dei tempi di referta-
zione anche ad un aumento della riso-
luzione, in quanto tale approccio con-
sente di assegnare una tipizzazione uni-
voca degli alleli HLA. Le metodiche clas-
siche di tipizzazione molecolare infat-
ti mostrano un grado di risoluzione mi-
nore per la presenza sia di ambiguita
alleliche, dovute a polimorfismi loca-
lizzati fuori dalla regione analizzata,
sia di ambiguita genotipiche o cis-trans.
La risoluzione di queste ambiguita ge-
notipiche in epoca pre-NGS, richiede-
va 'applicazione di metodiche supple-
mentari con un aumento dei costi e
maggiori tempi di refertazione.

Il superamento delle ambiguita, nel-
I'NGS, si ottiene grazie alla combina-
zione delle due caratteristiche che con-
traddistinguono questa tecnologia:
I'amplificazione clonale, che permette
di assegnare la fase ai polimorfismi, e
il sequenziamento massivo parallelo,
che genera milioni di frammenti di ba-
si sequenziate, le cosiddette “reads”,
consentendo il sequenziamento di un
numero elevato di regioni del genoma
e di campioni in una singola corsa (Er-
lich, 2015). La possibilita di combina-
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re in un’unica corsa campioni e loci di-
versi, grazie alla loro indicizzazione,
consente inoltre di ridurre i costi per sin-
golo test.

Pertanto I'approccio mediante Sequen-
ziamento di nuova generazione (NGS),
I'elevata resa, I'alto grado di risoluzio-
ne, il costo contenuto per campione, I'ac-
curatezza e la potenziale eliminazione
di tutte le ambiguita oltre ad un mino-
re tempo/uomo necessario ci porta a
considerare tale tecnologia come la pilt
efficiente da applicare nella tipizzazio-
ne HLA dei potenziali donatori di cel-
lule staminali ematopoietiche.
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