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SAZETAK. Daratumumab je prvo monoklonsko protutijelo anti-CD38 koje se primjenjuje u lijecenju multiplog
mijeloma. Njegova primjena uzrokuje panreaktivnost u testovima prijetransfuzijskog ispitivanja. Panreaktivnost je
posljedica vezanja monoklonskog protutijela anti-CD38 na protein CD38 na povrini eritrocita, Sto u standardnom
testiranju onemogucuje otkrivanje antieritrocitnih aloprotutijela i osiguranje podudame krvi za transfuzijsko lije-
¢enje. Cilj rada bila je retrospektivna analiza vlastitih iskustava u rjeSavanju smetnja prijetransfuzijskog ispitivanja
uzrokovanih monoklonskim protutijelom anti-CD38 i u transfuzijskom lijecenju tih bolesnika. Prikazani su
postupdi za prijetransfuzijsko ispitivanje i transfuzijsko lijecenje bolesnika lijecenih monoklonskim protutijelom
anti-CD38 koji su provedeni u Klinickome bolnickom centru Zagreb. U istrazivanju je analizirano 10-ero bolesnika
ljecenih daratumumabom. Prije i poslije primjene daratumumaba pretraZena su antieritrocitna protutijela i odre-
den je direktan antiglobulinski test. Pri transfuzijskom lijecenju napravljeni su test pretraivanja antieritrocitnih
protutijela i krizne reakcije standardnim testiranjem i specificnim postupcima imunohematoloskih ispitivanja za
uklanjanje smetnja monoklonskog protutijela anti-CD38. Postupci su ukljucivali obradu eritrocita ditiotreitolom
koncentracije 0,2 M i neutralizacijski test uz primjenu reagensa DaraEx. Kod svih bolesnika testovi pretraZivanja
antieritrocitnih protutijela i krizne reakdije bili su nakon primjene daratumumaba pozitivni, dok je direktan anti-
globulinski test zbog primjene daratumumaba bio pozitivan u gotovo polovine bolesnika. Nakon abrade eritrocita
ditiotreitolom 0,2 M ucestalost lazno pozitivnih rezultata testova pretrazivanja antieritrocitnih protutijela i kriznih
reakdija iznosila je oko 40%, a poslije primjene reagensa Darakx oko 20%. Oba specificna postupka, obrada eritro-
cita ditiotreitolom 0,2 M i neutralizacijski test primjenom reagensa DaraEx, nisu se pokazala dovoljno pouzdanima
u rjesavanju smetnja uzrokovanih monoklonskim protutijelom anti-CD38. Zato je za transfuzijsko lijecenje tih
bolesnika nuzno osigurati eritrocitne pripravke podudame prema Klinicki najvaznijim antigenima u sustavima
krvnih grupa Rh, Kell, Kidd, Duffy i MNS. Dobra suradnja izmedu odjela i transfuzijske sluzbe te postojanje proto-
kol za prijetransfuzijsko ispitivanje i transfuzijsko lijecenje ostaju preduvjet za pravodobno i sigumno transfuzijsko
ljecenie te skupine bolesnika.

SUMMARY. Daratumumab is the first anti-CD38 monoclonal antibody used for the treatment of multiple
myeloma. Its application causes pan-reactivity in the pre-transfusion testing. The pan-reactivity is a result of
anti-CD38 monoclonal antibody binding to (D38 protein on the red blood cell surface, which in standard testing
makes it impossible to detect red blood cell alloantibodies and to provide compatible blood for transfusion. The
aim of the study was to retrospectively analyze our experience in solving anti-CD38 monoclonal antibody interfer-
ence with the pre-transfusion testing of these patients. The procedures for pre-transfusion testing and blood
transfusion of patients treated with anti-CD38 monoclonal antibody carried out in the Clinical Hospital Center
Zagreb are presented. The study analysed ten patients treated with daratumumab. Before and after daratumumab
treatment, red blood cell antibody screening test and direct antiglobulin test were done. In the case of blood
transfusion, red blood cell antibody screening test and cross-matches were performed by standard testing and
specific immunohematological procedures to eliminate anti-CD38 monoclonal antibody interference. Procedures
included red blood cell treatment with 0.2 M dithiothreitol and neutralization test using Darakx reagent. In all
patients red blood cell antibody screening tests and cross-matches were positive after daratumumab treatment,
whereas a direct antiglobulin test, for daratumumab treatment, was positive in almost half of the patients. After
treatment of red blood cells with 0.2 M dithiothreitol, the incidence of false positive results in the antibody screen-
ing test and the cross-matches was approximately 40%, and after DaraEx reagent approximately 20%. Both spe-
cific procedures, red blood cell treatment with 0.2 M dithiotreitol and neutralization test using Darakx reagent
have not been shown to be sufficiently reliable in addressing the interference caused by the anti-CD38 monoclo-
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nal antibody. Therefore, for blood transfusion of these patients it is necessary to provide red blood cell units
matched with the most significant Rh, Kell, Kidd, Duff and MNS blood group systems. Good collaboration between
the ward and the transfusion service, with protocols in place for pre-transfusion testing and blood transfusion,
remains a precondition for timely and safe blood transfusion for this group of patients.

Multipli mijelom (skr. MM) zlo¢udna je novotvori-
na koja nastaje klonskom proliferacijom plazmatskih
stanica. Iako je to i dalje neizljeciva bolest, u posljed-
njih 10-ak godina biljezi se znatan napredak u lijece-
nju. Lijecenje se temelji na inhibitorima proteasoma
(bortezomib) i/ili imunomodulatornim lijekovima
(talidomid), a u bolesnika mladih od 70 godina i na
transplantaciji autolognih krvotvornih mati¢nih stani-
ca. Kod relapsa ili refraktorne bolesti primjenjuju se
monoklonska protutijela i/ili inhibitori proteasoma
nove generacije (karfilzomib, iksazomib) i imunomo-
dulatori nove generacije (lenalid, pomalidomid).! Mo-
noklonska protutijela trenuta¢no su najispitivaniji
oblik lijecenja u onkologiji i prominentna su skupina
novih agensa s jedinstvenim mehanizmom djelovanja.
U lije¢enju MM-a monoklonsko protutijelo anti-CD38
usmjereno je na protein mijelomskih stanica CD38,
s posljedicnom inhibicijom rasta i smrti stanice

......

Fc-efektorske mehanizme.

Daratumumab (skr. DARA) prvo je monoklonsko
protutijelo za lijecenje MM-a koje je nakon visego-
dignjih klinickih istrazivanja u studenome 2015. godi-
ne odobrila ameri¢ka Agencija za hranu i lijekove
(engl. Food and Drug Administration - FDA), a u svib-
nju 2016. godine i Europska agencija za lijekove (engl.
European Medicines Agency — EMA.*¢ U Hrvatskoj se
primjenjuje od lipnja 2019. godine, i to u kombinaciji s
lenalidomidom i deksametazonom ili bortezomibom i
deksametazonom, za lijecenje odraslih bolesnika s
MM-om koji su primili barem jednu prethodnu tera-
piju. Inicijalno se odobravaju 4 ciklusa lijecenja, a na-
stavak lijecenja mogu¢ je samo kod pozitivnoga tu-
morskog odgovora na provedeno lijeCenje (potpuni
odgovor, vrlo dobar djelomican odgovor, djelomican
odgovor ili stabilna bolest). Daratumumab se najcesce
primjenjuje jedanput na tjedan u prva dva mjeseca, a
ako bolesnik dobro odgovara na terapiju, svaka dva
tjedna iduca Cetiri mjeseca i zatim jedanput na mjesec
do progresije bolesti.”

Budu¢i da je anti-CD38 humano monoklonsko
IgGlk-protutijelo koje se specificno veze za protein
CD38 izrazen na eritrocitima, uzrokuje smetnje pri
testovima prijetransfuzijskog ispitivanja koji se izvode
u indirektnom antiglobulinskom testu (skr. IAT): pre-
trazivanju, odnosno identifikaciji antieritrocitnih pro-
tutijela i kriznoj reakciji. Vezanjem za protein CD38
monoklonsko protutijelo anti-CD38 uzrokuje pan-
reaktivnost s testnim eritrocitima ¢ime se teze otkriva-
ju prisutna antieritrocitna aloprotutijela. Katkad uzro-
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kuje pozitivan direktni antiglobulinski test (skr. DAT),
ali ne uzrokuje smetnje u odredivanju krvne grupe
(ABO/D).»®

Radi rjesavanja smetnja prijetransfuzijskog ispiti-
vanja uzrokovanih monoklonskim protutijelom anti-
-CD38 potrebno je primijeniti specificne postupke
imunohematoloskog ispitivanja kojima se ¢esto odga-
da transfuzijsko lijeenje. Specifi¢ni postupci primije-
njeni samostalno ili u kombinaciji uklju¢uju: obradu
testnih eritrocita tiolima ili tripsinom, pretrazivanje
antieritrocitnih protutijela eritrocitima iz pupkovine,
neutralizaciju anti-CD38 topljivim rekombinantnim
CD38 (sCD38) ili primjenu antiidiotipskih protutijela
anti-CD38 i transfuzijsko lijeCenje eritrocitnim pri-
pravcima podudarnima u antigenu nakon odredivanja
fenotipa odnosno genotipa bolesnika odnosno dariva-
telja. S obzirom na ogranicenja specifi¢cnih postupaka
imunohematoloskih ispitivanja, potrebno je odabrati
metodu koja najbolje odgovara moguénostima i potre-
bama transfuzijskog laboratorija. Dodatna ogranice-
nja primjene ovih metoda jesu vremenski zahtjevno i
sloZeno testiranje te nedostupnost reagensa u mnogim
laboratorijima. Odabir postupka ovisi o dostupnosti i
cijeni reagensa te o znanju i iskustvu djelatnika u labo-
ratoriju.'®!

U ovom su radu prikazani postupci prijetransfu-
zijskog ispitivanja i transfuzijskog lije¢enja bolesnika
lijecenih DARA-om koji su uspostavljeni u Klinickom
zavodu za transfuzijsku medicinu i transplantacijsku
biologiju KBC-a Zagreb. Retrospektivno su analizi-
rana nasa iskustva u rjeSavanju smetnja prijetransfu-
zijskog ispitivanja uzrokovanih monoklonskim protu-
tijelom anti-CD38 i u transfuzijskom lije¢enju bolesni-
ka lije¢enih DARA-om.

Ispitanici i metode

U istrazivanju su analizirani bolesnici s MM-om
koji su od lipnja do listopada 2019. godine lijeceni
DARA-om u Zavodu za hematologiju Klinike za unu-
tarnje bolesti Medicinskog fakulteta Sveucilista u Za-
grebu, KBC Zagreb. Prijetransfuzijsko ispitivanje prije
primjene DARA-e i poslije nje provedeno je na Odjelu
za transfuzijsku medicinu Klinickog zavoda za tran-
sfuzijsku medicinu i transplantacijsku biologiju Medi-
cinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, KBC Zagreb.

Pri planiranju lijecenja DARA-om u transfuzijsku
sluzbu poslan je uzorak za prijetransfuzijsko ispitiva-
nje uz najavu planiranog datuma pocetka primjene
DARA-e. Iz uzorka krvi izvadenoga prije primjene
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DARA-e odredena je krvna grupa (ABO/D), pretraze-
na su antieritrocitna protutijela, proveden je DAT,
odredeni su rezusni (Rh) fenotip i klini¢ki najvazniji
eritrocitni antigeni iz sustava krvnih grupa Kell, Kidd,
Dufty i MNS. Za odredivanje krvne grupe primijenje-
ne su kartice Blood Grouping Reagents anti-A/anti-B/
anti-D/Ctrl/A /B i0,8%-tni testni eritrociti Affirmagen
A /B, za DAT Kkartice Polyspecific, anti-IgG, -C3d, za
pretrazivanje antieritrocitnih protutijela kartice Poly-
specific i 0,8%-tni dvostani¢ni testni eritrociti Selecto-
gen I i I, a eritrocitni antigeni odredeni su primje-
nom seruma specificnih za antigen (Ortho-Clinical
Diagnostics, Inc., Raritan, NJ, SAD).

Za pouzdanost odredivanja fenotipa morali su biti
zadovoljeni ovi uvjeti: bolesnik posljednja 3 mjeseca
nije transfundiran i DAT je negativan (zbog odrediva-
nja eritrocitnih antigena u IAT-u). Ako nisu bili zado-
voljeni uvjeti za odredivanje fenotipa, ucinjena je ge-
notipizacija. Odredeni su geni iz sustava krvnih grupa
Rh, Kell, Kidd, Duffy i MNS, ali i geni drugih sustava
krvnih grupa kao $to su Dombrock, Lutheran, Cart-
wright, Diego, Vel, Knops i Colton. Genotip je odre-
den metodom PCR-a, u stvarnom vremenu, s pomocu
kompleta RBC-Fluogene VERYfy eXtend (Inno-Train
Diagnostik GmbH, Kronberg, Njemacka).

Nakon imunohematoloske obrade u medicinsku
dokumentaciju bolesnika upisana su upozorenja o
planiranom lije¢enju DARA-om, rezultati prijetran-
sfuzijskog ispitivanja i specifi¢ni zahtjevi za transfuzij-
sko lijecenje eritrocitnim pripravcima podudarnima u
antigenu.

Iz uzoraka krvi izvadenih nakon primjene DARA-e
pretrazena su antieritrocitna protutijela i odreden je
DAT. Pri potrebi za transfuzijskim lije¢enjem nakon
primjene DARA-e u transfuzijsku sluzbu poslan je
uzorak za prijetransfuzijsko ispitivanje u kojem su
standardnim testiranjem pretrazena antieritrocitna
protutijela i napravljene krizne reakcije. Za transfuzij-
sko su lijecenje, prema raspolozivosti, odabrani eritro-
citni pripravci podudarni prema klinicki najvaznijim
antigenima iz sustava krvnih grupa Rh, Kell, Kidd,
Dufty i MNS. Zatim su za test pretrazivanja antieritro-
citnih protutijela i za kriznu reakciju primijenjeni spe-
cificni postupci imunohematoloskog ispitivanja koji
su ukljucivali: obradu eritrocita ditiotreitolom (skr.
DTT) koncentracije 0,2 M, prema metodi koju su opi-
sali Roback i suradnici,' i neutralizacijski test uz pri-
mjenu reagensa DaraEx u skladu s uputom proizvoda-
¢a (Inno-Train Diagnostik GmbH, Kronberg, Njemac-
ka), ako je reagens bio dostupan. Za pretrazivanje
antieritrocitnih protutijela obradeni su testni eritro-
citi, a za kriznu reakciju eritrociti doze. PredloZeni po-
stupci prijetransfuzijskog ispitivanja prije primjene
monoklonskog protutijela anti-CD38 prikazani su na
slici 1., a postupci tijekom njegove primjene i poslije
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Uzorak krvi prije lije¢enja s anti-CD38
monoklonskim protutijelom*
/ Blood sample after anti-CD38
monoclonal antibody treatment*

l

Odredivanje krvne grupe (ABO/D)
Test pretrazivanja antieritrocitnih protutijela**
Direktni antiglobulinski test**
/ Blood typing (ABO/D)
Antibody screening test**
Direckt antiglobulin test**

I

DAT neg
Bez transfuzija
<3mj?

/ DAT neg
No transfusions
<3 mo?

NE /NO DA/YES
Odredivanje Odredivanje
fenotipa | genotipa***
/ Phenotyping / Genotyping***

Nalaz imunohematoloskog ispitivanja
Upis rezultata u medicinsku dokumentaciju
Informiranje bolesnika o moguéim potesko¢ama
u imunohematoloskom testiranju za vrijeme uzimanja lijeka
/ Report forimmunohematological testing
Registration of results in medical documentation
Informing patients about possible difficulties
in immunohematological testing while taking the drug

* Uputnica treba sadrZavati podatke o prethodnom transfuzijskom lije-
¢enju bolesnika, trudno¢ama i primjeni lijekova. / the referral should
include information on prior transfusion treatment of patients, pre-
gnancies and use of medication

** Postupiti prema lokalnom protokolu za ispitivanje pozitivnih testova
pretrazivanja antieritrocitnih protutijela i/ili DAT-a. / proceed according
to the local protocol for testing positive screening test and/or DAT

*** Preporucuje se uciniti genotip kad god je moguce, $to moze pomoci
pri procjeni rizika od primjene DTT-a, brzem pronalazenju podudarne
doze u budu¢em transfuzijskom lije¢enju i interpretaciji imunohema-
toloskih rezultata u slucaju aloimunizacije. /it is recommended to
genotype whenever possible which may help to assess the risk of
using DTT, to find matched unit more quickly for the future blood
transfusion and to help in interpretation of immunohematological
results in case of alloimmunisation

SLIKA 1. POSTUPCI PRIJETRANSFUZIJSKOG ISPITIVANJA
PRIJE PRIMJENE MONOKLONSKOG PROTUTIJELA ANTI-CD38

FIGURE 1. PROCEDURES OF PRE-TRANSFUSION TESTING
BEFORE ANTI*CD_’,S MONOCLONAL ANTIBODY TREATMENT

nje na slici 2. Postupci pri transfuzijskom lijecenju tije-
kom primjene monoklonskog protutijela anti-CD38 i
6 mjeseci poslije nje prikazani su na slici 3.

Za sva testiranja prije i poslije primjene DARA-e
primijenjeni su svjezi uzorci krvi izvadeni na antikoa-
gulans etilendiamintetraoctenu kiselinu. Pretrazivanje
antieritrocitnih protutijela obavljeno je naknadno
standardnim testiranjem i primjenom specifi¢nih po-
stupaka imunohematoloskih ispitivanja za uklanjanje
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Uzorak krvi nakon lijecenja s anti-CD38
monoklonskim protutijelom*
/ Blood sample after anti-CD38
monoclonal antibody treatment*

}

Odredivanje krvne grupe (ABO/D)
Test pretrazivanja antieritrocitnih protutijela
Direktni antiglobulinski test
/ Blood typing (ABO/D)
Antibody screening test
Direct antiglobulin test

|

DAT neg
Bez transfuzija
<3mj?

/ DAT neg
No transfusions
<3 mo?

NE/NO DA/ YES
Odredivanje Odredivanje
fenotipa | o---ooooooooooo- > genotipa
/ Phenotyping / Genotyping

DA /YES
Primjena DTT/
neutralizacijskog testa
/ Application of DTT/
neutrali-sation test

Pozitivan test pretraZivanja
antieritrocitnih protutijela?
/ Positive antibody screening test?

Razluciti radi li se
o vezanom anti-CD38,
auto ili alo protutijelu
/ Distinguish if it is
a bound anti-CD38,
auto or alloantibody

DA /YES

Pozitivan DAT?
/ Positive DAT?

Nalaz imunohematoloskog ispitivanja

Upis rezultata u medicinsku dokumentaciju

Informiranje bolesnika o moguéim poteskoc¢ama

u imunohematolodkom testiranju za vrijeme uzimanja lijeka

/ Report for immunohematological testing

Registration of results in medical documentation

Informing patients about possible difficulties in immunohematological testing
while taking the drug

A

* Uputnica treba sadrzavati podatke o datumu posljednje primjene monoklonskog protutijela anti-CD38, podatke o pret-
hodnom transfuzijskom lije¢enju bolesnika, trudno¢ama i primjeni lijekova. / the referral should include information on
prior transfusion treatment of patients, pregnancies and use of medication

SLIKA 2. POSTUPCI PRIJETRANSFUZIJSKOG ISPITIVANJA TIJEKOM LIJECENJA
MONOKLONSKIM PROTUTIJELOM ANTI-CD38 I 6 MJESECI POSLIJE NJEGA
FIGURE 2. PROCEDURES OF PRE-TRANSFUSION TESTING DURING AND 6 MONTHS
AFTER ANTI-CD38 MONOCLONAL ANTIBODY TREATMENT

smetnja monoklonskih protutijela anti-CD38: obra-
dom eritrocita DTT-om 0,2 M i reagensom DaraEx.
Da bi se usporedila u¢inkovitost specifi¢nih postupaka
za uklanjanje smetnja uzrokovanih monoklonskim
protutijelom anti-CD38, testiranja su naknadno pro-
vedena paralelno na 10 uzoraka plazme istih bolesni-
ka, pohranjenih na -30 °C, koji su prethodno otopljeni
i centrifugirani na 3000 okretaja/min.
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Za statisticku obradu podataka primijenjene su de-
skriptivne statisticke metode. Podatci o transfuzijskom
lijeCenju dobiveni su iz transfuzijskog informatickog
sustava. Vrijeme potrebno za transfuzijsko lijecenje
bolesnika lijecenih DARA-om izra¢unano je razlikom
vremena izmedu primanja zahtjeva za transfuzijsko
lijecenje i izdavanja eritrocitnog pripravka. Transfuzij-
ske reakcije bolesnika lijecenih DARA-om provjerene



Poslati u ustanovu koja ima dostupne
specificne postupke imunohematoloskih
ispitivanja
/ Send to an institution
that has specificimmunohematological
procedures available

Izdravanje eritrocitnog pripravka antigen
podudarnog prema Rh, K, Jk, Fk, Ss
antigenima**

/ Issuing of red blood cell unit
matched with Rh, K, Jk, Fk, Ss antigens**

A
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Uzorak krvi prije transfuzijskog lije¢enja*
/ Blood sample before blood transfusion*

|

Vitalna transfuzija?
/Vital transfusion?

NE/NO

Hitna transfuzija?
/ Emergency transfusion?

NE/NO

DA /YES

DA /YES

prema Rh, K, Jk, Fy, Ss antigenima
/ Selection of red blood cell unit matched
with Rh, K, Jk, Fy, Ss antigens

Odabir eritrocitnog pripravka podudarnog

v

Pretrazivanje anticritrocitnih protutijela
Krizna reakcija
/ Antibody screening test
Cross-match

v

Podudarno?
/ Matched?

NE/NO

Dostupni specifi¢ni postupci?
/ Specific procedures
available?
DA /YES

DA /YES

Pretrazivanje antieritrocitnih protutijela
obradom eritrocita DTT-om ili
neutralizacijskim testom
/ Antibody screening test
after red cell treatment with DTT
or neutralisation test

NE/NO i

Test pozitivan?
/ Test positive?

DA /YES

Identifikacija antieritrocitnih protutijela
specificnim postupcima uklanjanja smetnji
anti-CD38**

/ Antibody identification
with specific procedures for removing
anti-CD38 interference**

v

NE/NO
Identificirano

protutijelo?
/ Antibody
identified?

DA /YES

Krizna reakcija nakon obrade eritrocita
antigen negativnog pripravka s 0,2 M
DTT-om/neutralizacijski test
/ Cross-match after antigen matched
red blood cell treatment
with 0.2 M DTT/ neutralisation test

!

Izdravanje pripravka podudarnog
u indirektnom antiglobulinskom testu***
/ Issuing of blood unit matched
in the indirect antiglobulin test***

Izdravanje 0 neg (rr), K neg eritrocitnog
pripravka uz naknadno prijetransfuzijsko
ispitivanje
/Issuing O neg (rr), Kneg
red blood cell unit with subsequent
pretransfusion testing

Odabir eritrocitnog pripravka prema
krvnoj grupi (ABO/D) i Rh/K antigenima,
ukoliko je poznato
/ Red blood cell unit selection
according to blood type (ABO/D)
and Rh/K antigens, if known

l

Izdavanje pripravka ukoliko je hitno uz
naknadno prijetransfuzijsko ispitivanje**
/ Issuing of blood unit if urgent
with subsequent pretransfusion testing**

Izdravanje eritrocitnog pripravka
podudarnog u indirektnom
antiglobulinskom testu
/ Issuing of red blood cell unit
matched in the indirect
antiglobulin test

* Datum posljednje primjene monoklonskog protuti-
jela anti-CD38. / date of last administration of anti-
CD38 monoclonal antibody

** Preporucuje se samo kod prethodno imuniziranih i
neimuniziranih transfundiranih bolesnika kod kojih
se na temelju rezultata imunohematoloskih ispiti-
vanja ne moze sa sigurnos¢u utvrditi radi li se o lazno
pozitivnim rezultatima testiranja. /it is recommen-
ded only in previously immunized and non-immuni-
zed transfused patients in whom it is not possible to
determine with certainty on the basis of the results
of immunohematological tests whether these are
false positive test results

*** Preporucuje se pratiti u¢inkovitost transfuzijskog lije-
¢enja./ itis recommended to follow up the effective-
ness of blood transfusion
Rh = antigeni sustava krvnih grupa Rhesus / antigens
from the Rhesus blood group system; K = antigen K iz
sustava krvnih grupa Kell / antigen K from the Kell blood
group system; Jk = antigeni sustava krvnih grupa Kidd /
antigens from the Kidd blood group system ; Fy = anti-
geni sustava krvnih grupa Duffy / antigens from the
Duffy blood group system

SLIKA 3. POSTUPCI KOD TRANSFUZIJSKOG
LIJECENJA TIJEKOM LIJECENJA MONOKLONSKIM
PROTUTIJELOM ANTI-CD38 1 6 MJESECI POSLIJE
NJEGA

FIGURE 3. PROCEDURES FOR BLOOD TRANSFUSION
DURING AND 6 MONTHS AFTER ANTI-CD38
MONOCLONAL ANTIBODY TREATMENT
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su pregledom prijava transfuzijskih reakcija u medi-
cinskoj dokumentaciji.

Rezultati

U istrazivanju je analizirano 10-ero bolesnika lijece-
nih DARA-om, 6 muskaraca i 4 Zene u dobi od 43 do
78 godina. Prosje¢na doza primljenog lijeka po bo-
lesniku iznosila je 14,8 mg/kg. U jednog bolesnika lije-
Cenje je bilo prekinuto zbog nezeljenih reakcija na
DARA-u unato¢ primljenoj premedikaciji.

U transfuzijsku sluzbu upuceno je 5 od 10 (50%) uzo-
raka prije primjene DARA-e. DAT je bio negativan u 4
(80%) uzoraka, a testovi pretrazivanja antieritrocitnih
protutijela bili su negativni u svim uzorcima prije pri-
mjene DARA-e. Fenotip je bio odreden u 7 (70%) bole-
snika, a u 3 (30%) bolesnika bio je odreden genotip jer
nisu bili zadovoljeni uvjeti za odredivanje fenotipa.

U svim uzorcima upucenima u transfuzijsku sluzbu
nakon primjene DARA-e testovi pretrazivanja anti-
eritrocitnih protutijela bili su pozitivni. DAT je bio
pozitivan u petero (50%) bolesnika nakon primjene
DARA-e, od kojih je u njih cetvero prije primjene lije-
ka bio negativan, u jednog bolesnika pozitivan, a kod
ostalih nije odreden.

Transfuzijsko lijecenje eritrocitnim pripravcima
kod bolesnika lijecenih DARA-om prikazano je na
tablici 1. U transfuzijsku je sluzbu za 9-ero bolesnika
upuceno 30 zahtjeva za transfuzijsko lijecenje eritro-
citnim pripravcima nakon primjene DARA-e. Od
ukupno trazenih 58 doza koncentrata eritrocita tran-
sfundirane su 43 (74,1%) doze. Od toga je prema naj-
vaznijim antigenima u sustavima krvnih grupa Rh,
Kell, Kidd, Duffy i MNS podudarno bilo 38 (88,4%)
doza, u sustavima krvnih grupa Rh, Kell i Kidd podu-
darale su se 3 (7,0%) doze, dok su dvije (4,7%) doze
koncentrata eritrocita bile podudarne samo prema
sustavima Rh i Kell. Medijan vremena od primanja
zahtjeva do izdavanja krvi za transfuzijsko lijecenje
iznosio je 8 sati i 21 minutu (raspon 1 sat i 32 min do
171 sat i 15 min), a u 8 (26,6%) zahtjeva transfuzijsko
lijecenje bilo je odgodeno za vise od 24 sata zbog tra-
Zenja eritrocitnih pripravaka podudarnih u antigenu.
Samo je jedan zahtjev bio hitan, ali je nakon razgovora
s lije¢nikom zaduZzenim za bolesnika transfuzijsko lije-
¢enje bilo odgodeno i taj je bolesnik bio transfundiran
za 10 sati i 45 minuta, dok su ostali zahtjevi bili upu-
¢eni redovitim postupkom. Nije zabiljeZena nijedna
transfuzijska reakcija.

Ukupno je napravljeno 30 testova pretrazivanja an-
tieritrocitnih protutijela i 53 krizne reakcije. Rezultati
svih testova pretrazivanja antieritrocitnih protutijela i
kriznih reakcija standardnim su testiranjem kod bole-
snika lije¢enih DARA-om bili pozitivni. Ja¢ina reak-
cija najéesce je bila 2+ (od 1+ do 2+). Testni eritrociti
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TABLICA 1. TRANSFUZIJSKO LIJECENJE ERITROCITNIM
PRIPRAVCIMA BOLESNIKA LIJECENIH DARATUMUMABOM
TABLE 1. BLOOD TRANSFUSION WITH RED BLOOD CELL UNITS
IN PATIENTS TREATED WITH DARATUMUMAB

Medijan
Transfuzijsko lijecenje (N = 9) (raspon)
/ Blood transfusion (N=9) / Median

(raspon)
Broj zahtjeva za transfuzijsko lijecenje 30 3(1-7)
/ Number of requests for blood transfusion
Broj trazenih doza koncentrata eritrocita 58 6(2- 14)
/ Number of requested red blood cell units
Broj transfundiranih doza
/ Number of transfused blood units ) el=1
Broj transfundiranih doza podudarnih
u sustavima krvnih grupa Rhesus, Kell, Kidd,
Dufty, MNS / Number of transfused blood 38 3(1-12)
units matched in Rhesus, Kell, Kidd, Dufty,
MNS blood group systems
Broj transfundirahih doza podudarnih
u sustavima krvnih grupa Rhesus, Kell i Kidd 3 1(1)
/ Number of transfused blood units matched
in Rhesus, Kell and Kidd blood group systems
Broj transfundiranih doza podudarnih samo
u sustavima krvnih grupa Rhesus i Kell ) 202)
/ Number of transfused blood units matched
only in Rhesus and Kell blood group systems
Vrijeme od primanja zahtjeva do izdavanja
krvi za transfuzijsko lije¢enje (sati:min) 8:21 (1:32
/ Time from receiving the request until issuing - 171:15)

the blood for blood transfusion (hours:min)

obradeni su DTT-om 0,2 M nakon cega je 12 (40,0%)
testova pretrazivanja bilo pozitivno. Od 13 testova
pretrazivanja antieritrocitnih protutijela u kojima su
testni eritrociti obradeni reagensom DaraEx, tri (23,1%)
su bila pozitivna (tablica 2.). Eritrociti svih doza tako-
der su obradeni DTT-om 0,2 M nakon cega je 21
(39,6%) krizna reakcija bila pozitivna. Od 23 doze ¢iji
su eritrociti obradeni reagensom DaraEx, pet (21,7%)
ih je bilo pozitivno (tablica 3.). Ja¢ina reakcija kod po-
zitivnih testova pretrazivanja antieritrocitnih protu-
tijela i kriznih reakcija poslije primjene specifi¢nih
postupaka imunohematologkih ispitivanja bila je sma-
njena i najcesce je bila slabo pozitivna.

Bolesnicima koji su nakon primjene obaju postupa-
ka ili, zbog nedostatka reagensa, samo jednoga speci-
ficnog postupka imali pozitivne testove pretrazivanja
antieritrocitnih protutijela (0% poslije primjene obaju
postupaka odnosno 26,7% nakon primjene samo po-
stupka DTT-om) ili kriznu reakciju (1,9% poslije pri-
mjene obaju postupaka odnosno 28,3% nakon primje-
ne samo postupka DTT-om) nije obavljena identifika-
cija antieritrocitnih protutijela s obzirom na to da je,
prema transfuzijskoj anamnezi (bolesnici nisu trans-
fundirani), rezultatima prije primjene DARA-e (nega-
tivni testovi prijetransfuzijskog ispitivanja) i rezulta-
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TABLICA 2. REZULTATI TESTOVA PRETRAZIVANJA ANTIERITROCITNIH PROTUTIJELA BOLESNIKA LIJECENIH DARATUMUMABOM
PRIJE I POSLIJE PRIMJENE SPECIFICNIH POSTUPAKA IMUNOHEMATOLOSKOG ISPITIVANJA

TABLE 2. RESULTS OF RED BLOOD CELL SCREENING TESTS IN PATIENTS TREATED WITH DARATUMUMAB

BEFORE AND AFTER APPLICATION OF SPECIFIC IMMUNOHEMATOLOGICAL PROCEDURES

PretraZivanje antieritrocitnih protutijela (N = 30) / Antibody screening test (N=30) ‘

Poslije primjene specificnih postupaka imunohematoloskog ispitivanja
/ After application of specific immunohematological procedures

Obrada eritrocita doze DTT-om 0,2 M

Prije primjene specifi¢nih postupaka
imunohematoloskog ispitivanja
/ Before application of specific

immunohematological procedures / Red blood cell treatment

with 0.2 M DTT (N = 30)

POZ/POS NEG
POZ/POS POZ / POS
POZ/POS NEG
POZ/POS POZ /POS
POZ/POS NEG
POZ/POS POZ/POS

N (%)

Obrada eritrocita doze reagensom
DaraEx / Red blood cell treatment
with DaraEx reagent (N = 13)

NEG 6 (20,0)
NEG 4(13,3)
POZ/ POS 3 (10,0)
POZ/POS 0(0,0)

NT 9 (30,0)
NT 8(26,7)

NT = nije testirano / not tested; POZ/POS = pozitivno / positive; NEG = negativno / negative, DTT = ditiotreitol / dithiothreitol

TaBLICA 3. REZULTATI KRIZNIH REAKCIJA ISPITIVANJA BOLESNIKA LI]EéENIH DARATUMUMABOM
PRIJE I POSLIJE PRIMJENE SPECIFICNIH POSTUPAKA IMUNOHEMATOLOSKOG ISPITIVANJA

TABLE 3. RESULTS OF CROSS-MATCH TESTS IN PATIENTS TREATED WITH DARATUMUMAB

BEFORE AND AFTER APPLICATION OF SPECIFIC IMMUNOHEMATOLOGICAL PROCEDURES

Krizne reakcije (N = 53) / Cross-match test (N=53) ‘

Poslije primjene specificnih postupaka imunohematoloskog ispitivanja
| After application of specific immunohematological procedures

Obrada eritrocita doze DTT-om 0,2 M

Prije primjene specifi¢nih postupaka
imunohematoloskog ispitivanja
/ Before application of specific

immunohematological procedures / Red blood cell treatment

with 0.2 M DTT (N = 53)

POZ/POS NEG
POZ/POS POZ /POS
POZ/POS NEG
POZ/POS POZ /POS
POZ/POS NEG
POZ/POS POZ/POS

N (%)

Obrada eritrocita doze reagensom
DaraEx / Red blood cell treatment
with DaraEx reagent (N = 33)

NEG 13 (24,5)
NEG 5(9,4)
POZ / POS 4(7,6)
POZ / POS 1(1,9)
NT 15 (28,3)
NT 15 (28,3)

NT = nije testirano / not tested; POZ/POS = pozitivno / positive; NEG = negativno / negative, DTT = ditiotreitol / dithiothreitol

tima imunohematoloskog ispitivanja poslije primjene
DARA-e (doza podudarna u svim vaznim antigenima,
nepodudarna krizna reakcija, a negativni testovi pre-
trazivanja antieritrocitnih protutijela i iskljucen pozi-
tivan DAT doze), zakljuceno da se radi o lazno pozitiv-
nim rezultatima testiranja zbog primjene DARA-e u
kojima su specifi¢ni postupci rjeSavanja smetnja uzro-
kovanih monoklonskim protutijelom anti-CD38 bili
neucinkoviti. Testovi pretrazivanja antieritrocitnih
protutijela i krizne reakcije nakon obrade eritrocita
DTT-om i reagensom DaraEx nisu bili pozitivni kod
tih bolesnika.

Naknadnim pretrazivanjem antieritrocitnih protuti-
jela iz pohranjenih plazmatskih uzoraka, svi su testovi
standardnim testiranjem bili pozitivni. Nakon obrade
testnih eritrocita DTT-om 0,2 M Cetiri su testa (40%)

bila pozitivna, a poslije obrade testnih eritrocita rea-
gensom DaraEx dva su (20%) testa pretrazivanja antie-
ritrocitnih protutijela bila pozitivna (tablica 4.).

Rasprava

U ovom su istrazivanju utvrdene smetnje prijetrans-
fuzijskog ispitivanja u testovima pretrazivanja antieri-
trocitnih protutijela i u kriznim reakcijama na svim
testiranim uzorcima bolesnika s MM-om nakon pri-
mjene DARA-e, §to je u skladu s drugim istrazivanji-
ma o prijetransfuzijskom ispitivanju poslije primjene
DARA-e.*® Zbog lije¢enja monoklonskim protutije-
lom anti-CD38 dolazi do vezanja tog protutijela za
protein CD38 na povrsini eritrocita, §to uzrokuje pan-
reaktivnost u testovima prijetransfuzijskog ispitivanja
u IAT-u: pretrazivanju, odnosno identifikaciji antieri-
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TaBLICA 4. REZULTATI PRETRAZIVANJA ANTIERITROCITNIH PROTUTIJELA IZ POHRANJENIH UZORAKA BOLESNIKA
LIJECENIH DARATUMUMABOM PRIJE I POSLIJE PRIMJENE SPECIFICNTH POSTUPAKA IMUNOHEMATOLOSKOG ISPITIVANJA
TABLE 4. RESULTS OF RED BLOOD CELL ANTIBODY SCREENING FROM STORED SAMPLES IN PATIENTS TREATED

WITH DARATUMUMAB BEFORE AND AFTER APPLICATION OF SPECIFIC IMMUNOHEMATOLOGICAL PROCEDURES

Pretrazivanje antieritrocitnih protutijela (N = 10) / Antibody screening test (N=10)

Poslije primjene specifiénih postupaka imunohematoloskih ispitivanja

Prije primjene specifi¢nih postupaka
imunohematoloskih ispitivanja

/ Before application of specific M

immunohematological procedures / Red blood cell treatment

| After application of specific immunohematological procedures

Obrada testnih eritrocita DTT-om 0,2

Obrada testnih eritrocita reagensom
DaraEx / Red blood cell treatment
with DaraEx reagent

with 0.2 M DTT
POZ/ POS NEG
POZ/POS POZ / POS
POZ/POS NEG
POZ/POS POZ/POS

NEG 5(50,0)
NEG 3 (30,0)
POZ/POS 1 (10,0)
POZ/POS 1 (10,0)

POZ/POS = pozitivno / positive; NEG = negativno / negative, DTT = ditiotreitol / dithiothreitol

trocitnih protutijela i kriznoj reakciji. Osim na eritro-
citima, protein CD38 izrazen je i na drugim limfoid-
nim i mijeloidnim stanicama, kao i na nekim nehe-
matopoetskim stanicama. Rezultati analize proteina
CD38 metodom Western blot pokazuju povecan izra-
zaj CD38 na membrani eritrocita bolesnika s tumo-
rom, a slabiji izrazaj na eritrocitima zdravih osoba."
Tako su reakcije s monoklonskim protutijelom anti-
-CD38 slicne onima koje uzrokuju autoprotutijela,
ostali testovi kao §to su autokontrola, DAT i eluat ¢esto
su negativni, sto moze dovesti do pogresnog zakljucka
da se radi o aloprotutijelu na antigen velike ucestalosti.

Monoklonsko protutijelo anti-CD38 uzrokuje pan-
reaktivnost s testnim eritrocitima jac¢ine od 1+ do 3+ u
svim metodama koje se izvode u IAT-u (s fizioloskom
otopinom, otopinom slabe ionske jakosti i polietilen
glikolom), kao i u svim tehnikama (u epruveti, mikro-
stupcu ili ¢vrstoj fazi). Jacina reakcije ovisi o tome
koliko je vremena proslo od datuma primjene posljed-
nje doze DARA-e, a smetnje u testiranju mogu trajati
do 6 mjeseci nakon posljednje primjene lijeka.'* U
ovom su istrazivanju smetnje prijetransfuzijskog ispi-
tivanja u mikrostupcu, uz primjenu otopine slabe ion-
ske jakosti u IAT-u, naj¢esce iznosile 2+ (od 1+ do 2+),
a prijetransfuzijsko ispitivanje provedeno je u 6 mjese-
ci nakon primjene lijeka.

Zbog lazno pozitivnih rezultata pretrazivanja anti-
eritrocitnih protutijela teze se otkrivaju antieritrocitna
aloprotutijela, a ako se ona previde, ugrozena je sigur-
nost transfuzijskog lije¢enja bolesnika. Iako je rizik od
imunizacije u op¢oj populaciji svega 2 do 3%,", u he-
matolosko-onkologkih bolesnika on iznosi oko 9%
unato¢ imunosupresivnim ucincima kemoterapije
koju primaju.'® Jednom kada dode do aloimunizacije,
vjerojatnost stvaranja dodatnih aloprotutijela velika je.
U dvadesetéetverogodi$njem retrospektivhom istrazi-
vanju koje je provedeno u Nizozemskoj 25 (21,7%) od
115 imuniziranih bolesnika stvorilo je dodatna alo-
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protutijela nakon transfuzije eritrocitnih pripravaka.
Medijan intervala izmedu otkrivanja prvog i dodatno
stvorenog protutijela iznosio je 4 mjeseca. Dijagnoza i
intenzitet lijeCenja nisu znatno utjecali na stvaranje
dodatnih antieritrocitnih aloprotutijela.'”

Nadalje, ovim je ispitivanjem utvrden pozitivan
DAT u gotovo polovine testiranih uzoraka nakon pri-
mjene DARA-e (u jednog bolesnika DAT je bio poziti-
van prije primjene DARA-e). DAT moze u pocetku
primjene DARA-e biti pozitivan buduéi da u bolesnika
s velikim izrazajem CD38 dolazi do vezanja mo-
noklonskog protutijela anti-CD38 na vlastite eritroci-
te. Njegovo uklanjanje djelovanjem makrofaga u sleze-
ni praceno je vrlo blagim padom hemoglobina (otpri-
like za 1,6 g/dL) i porastom broja retikulocita.” Osim
$to nakon primjene DARA-e dolazi do uklanjanja eri-
trocita s velikim izrazajem CD38, smanjeni izrazaj
proteina CD38 kod bolesnika moze se tumaciti supre-
sijom koju uzrokuje monoklonsko protutijelo anti-
CD38 usmjereno na antigen.'® Smetnje u prijetransfu-
zijskom ispitivanju nisu specificne za DARA-u, nego
su opazene i kod novih monoklonskih protutijela anti-
-CD38 koja su jos$ u fazi istrazivanja kao $to su izatuk-
simab i MOR202."** § obzirom na to da se monoklon-
ska protutijela anti-CD38 primjenjuju i za lijecenje
solidnih tumora i autoimunosnih bolesti, smetnje
prijetransfuzijskog ispitivanja mogu se ocekivati i kod
te skupine bolesnika, a ne samo u bolesnika koji se
lijece zbog MM-a.*!

Obrada eritrocita ditiotreitolom pokazala se najpri-
hvaéenijom metodom za rjeSavanje smetnja prije-
transfuzijskog ispitivanja uzrokovanih monoklonskim
protutijelom anti-CD38, a budu¢i da je DTT 0,2 M
lako dostupan i primjenjuje se u mnogim laboratoriji-
ma.” Njegovim djelovanjem cijepa se protein CD38 na
membrani testnih eritrocita pa se monoklonsko protu-
tijelo anti-CD38 ne moze vezati za eritrocite i uzro-
kovati smetnje testiranja. MozZe se takoder primijeniti
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6%-tni 2-aminoetilizotiuronij bromid (AET).” Neze-
ljeni ucinci primjene tih reagensa jesu unistavanje eri-
trocitnih antigena pojedinih sustava krvnih grupa
(Kell, Dombrock, Indian, John Milton Hagen, Knops,
Landsteiner-Wiener) i razli¢ito djelovanje na antigene
iz sustava krvnih grupa Yt, Lutheran, Raph i Cromer.**
Stoga postoji rizik da ¢e primjenom tako obradenih
eritrocita biti propusteno otkrivanje protutijela iz na-
vedenih sustava krvnih grupa. Buduéi da je u praksi
od navedenih antigena najce$¢a aloimunizacija na
K-antigen, transfuzijska reakcija zbog propustenog
protutijela anti-K moze se sprijeciti tako da se u trans-
fuzijskom lije¢enju svih bolesnika negativnih na K-an-
tigen, kao i onih nepoznatog antigenskog statusa, pri-
mijene K-negativni eritrocitni pripravci. Primjenom
DTT-a 0,01 M, prema metodi iz Osake, uspjesno se
uklanjaju smetnje uzrokovane monoklonskim protuti-
jelom anti-CD38 uz ocuvanje K-antigena.”® ViSestru-
kim postupcima adsorpcije s neobradenim eritrociti-
ma, aliis eritrocitima obradenima reagensom ZZAP u
¢ijem je sastavu DTT (DTT 0,2 M i 0,1%-tni papain),
nisu se uspjele ukloniti smetnje testiranja uzrokovane
monoklonskim protutijelom anti-CD38, najvjerojat-
nije zbog premalog izrazaja antigena CD38 na eritro-
citima za adsorpciju.® Tripsin nije u rutinskoj primjeni
u laboratorijima, a i manje je u¢inkovit od DTT-a pri
cijepanju proteina CD38 pa se vrlo rijetko primjenjuje
za rjeSavanje smetnja prijetransfuzijskog ispitivanja
uzrokovanih monoklonskim protutijelom anti-CD38.
Tripsin takoder unistava ili oslabljuje reaktivnost s
antigenima nekih sustava krvnih grupa (npr., MN,
Lutheran, Chido/Rogers, Dombrock, Indian, JMH,
Knops, Raph, Gerbich), ali ne djeluje na antigene su-
stava krvnih grupa Kell. Ostali proteoliticki enzimi
(npr., papain, bromelin ili ficin) u imunohematolos-
kom su testiranju za primjenu kao dio postupka iden-
tifikacije antieritrocitnih protutijela.

Iako je obrada eritrocita DTT-om opéeprihvacéena
kao robustna i reproducibilna validirana metoda za
uklanjanje smetnja uzrokovanih monoklonskim protu-
tijelom anti-CD38,2 u ovom je istrazivanju obradom
testnih eritrocita i eritrocita doze DTT-om 0,2 M lazno
pozitivno bilo oko 40% kriznih reakcija i testova pretra-
zZivanja antieritrocitnih protutijela. Tijekom meduna-
rodnog foruma Medunarodnog drustva za transfuziju
krvi (engl. International Society of Blood Transfusion -
ISBT) o strategijama testiranja kod bolesnika lijecenih
monoklonskim protutijelom anti-CD38 prijavljena je
25 - 40%-tna neuspje$nost ove metode s preostalim
nespecifiénim reakcijama nakon obrade eritrocita DTT-
om, uklju¢ujudi i nesukladne rezultate kontrolnih testi-
ranja,” §to odgovara rezultatima naseg istraZivanja.

Ako je pretrazivanje antieritrocitnih protutijela
DTT-om pozitivno, valja provesti identifikaciju pro-
tutijela panel-testom eritrocita obradenih DTT-om, a
pri transfuzijskom lije¢enju izdati specifi¢ne eritrocit-
ne pripravke negativne na antigen, obradene DT T-om
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i podudarne u IAT-u. Do danas nisu dostupni komer-
cijalni testni eritrociti obradeni DTT-om, a laborato-
riji nemaju dostupne dovoljne koli¢ine eritrocita za
pretrazivanje ili identifikaciju specifi¢nosti antieritro-
citnih aloprotutijela koje bi obradili DTT-om. Za tu se
primjenu mogu skupljati i zamrzavati eritrociti dariva-
telja iz kojih se priprema jedanaestostanicni panel-test
eritrocita za odredivanje specifi¢nosti antieritrocitnih
protutijela, a eritrociti se mogu obraditi DTT-om ili
AET-om, $to je vrlo zahtjevno. U nasem istraziva-
nju, imunohematoloskim ispitivanjem nakon primje-
ne DARA-e, ni u jednog bolesnika nisu otkrivena an-
tieritrocitna aloprotutijela u plazmi. U bolesnika koji-
ma su poslije primjene specifi¢nih postupaka imuno-
hematologkih ispitivanja testovi pretrazivanja antieri-
trocitnih protutijela i krizne reakcije bili pozitivni, a na
temelju negativne transfuzijske anamneze, negativnih
testova pretrazivanja antieritrocitnih protutijela prije
primjene DARA-e i rezultata nakon primjene tog lije-
ka u sklopu krizne reakcije (doza podudarna u svim
vaznim antigenima, nepodudarna krizna reakcija, a
negativni testovi pretrazivanja antieritrocitnih protu-
tijela i iskljucen pozitivan DAT doze), zakljuc¢eno je da
se radi o lazno pozitivnim rezultatima testiranja zbog
neucinkovitosti specifiénih postupaka pa identifikacija
protutijela nije provedena.

Neutralizacija monoklonskog protutijela anti-CD38
drugi je pristup blokiranju vezanja tog protutijela u
plazmi bolesnika s pomocu testnih eritrocita, dodatka
rekombinantnoga topljivog CD38 (sCD38) i protuti-
jela anti-CD38. Iako su obje neutralizacijske metode
vrlo ucinkovite u sprjecavanju vezanja monoklonskog
protutijela anti-CD38, njihovi su nedostatci visoka
cijena i nedostupnost. Primjenom rekombinantnog
sCD38 neutralizira se monoklonsko protutijelo anti-
-CD38 u plazmi bolesnika. sCD38 komercijalno je
dostupan, jednostavan, brz i ucinkovit, ali njegov je
nedostatak visoka cijena. Za blokiranje monoklonskog
protutijela anti-CD38 mogu se primijeniti antiidiotip-
ska protutijela koja se vezu specificno za anti-CD38,
¢ime je blokirana reaktivnost tog protutijela s testnim
eritrocitima. Antiidiotipska protutijela dostupna su
samo za potrebe istrazivanja. U ovom istrazivanju za
neutralizaciju monoklonskog protutijela anti-CD38
primijenjen je reagens DaraEx koji sadrzava protuti-
jelo anti-CD38 bez humane Fc-regije. Kad su eritrociti
obradeni reagensom DaraEx, protutijelo se veze na
CD38 i blokira epitope na koje bi se vezao lijek DARA.
Ucestalost lazno pozitivnih rezultata ispitivanja izno-
sila je oko 20% za testove pretrazivanja antieritrocitnih
protutijela i krizne reakcije. Druga iskustva s primje-
nom reagensa DaraEx nisu dostupna u literaturi.

Primjenom eritrocita krvi iz pupkovine i eritrocita
DARA-e koji su negativni na DAT i krvne grupe O
omoguceno je prijetransfuzijsko ispitivanje bez smet-
nja testiranja uzrokovanih monoklonskim protutije-
lom anti-CD38, a izbjegnute su potreba obrade eritro-
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cita tiolima ili primjena neutralizacijskih protutijela.
Eritrociti iz pupkovine slabo izrazavaju CD38, stoga se
anti-CD38 nece vezati na njih, $to se moze iskoristiti
za pretrazivanje antieritrocitnih protutijela. Medutim,
eritrociti krvi iz pupkovine nisu lako dostupni. Nji-
hova je primjena prakticki nemoguca u identifikaciji
antieritrocitnih protutijela jer se komercijalni identi-
fikacijski paneli teSko mogu kontinuirano proizvoditi.
Uz navedeno, ne izrazavaju ili slabo izrazavaju eritro-
citne antigene P, te one sustava krvnih grupa Lewis i
Lutheran, ¢ime ograni¢avaju njihovu uc¢inkovitost pri
isklju¢ivanju aloprotutijela.” Eritrociti bolesnika lije-
¢enih DARA-om, odnosno eritrociti DARA-e mogu se
rabiti za prijetransfuzijsko ispitivanje jer su negativni
na CD38- i DAT, a s obzirom na to da nakon primjene
monoklonskog protutijela anti-CD38 moze do¢i do
vezanja na eritrocite s ve¢im sadrzajem proteina CD38
i hemolize.

Transfuzijsko lijecenje bolesnika
monoklonskim protutijelom anti-CD38
i prijetransfuzijsko ispitivanje

Potrebe za transfuzijom eritrocitnih pripravaka bo-
lesnika lijecenih monoklonskim protutijelom anti-
-CD38 krecu se u rasponu od 30 do 80%.” Pri transfu-
zijskom lije¢enju potrebno je odabrati eritrocitne pri-
pravke podudarne u antigenu da bi se sprijecila alo-
imunizacija i snizio rizik od buduc¢ih transfuzijskih re-
akcija. Iako je ovim pristupom sprije¢ena imunizacija
na klinicki najvaznije eritrocitne antigene, postoji ne-
koliko nedostataka: 1. pripravci podudarni u antigenu
nisu uvijek dostupni, 2. trazenje eritrocitnih pripravaka
podudarnih u antigenu moze odgoditi transfuzijsko li-
jecenje, 3. nije isklju¢ena moguénost imunizacije na
ostale antigene. U transfuzijskom lije¢enju preporucuje
se primjena eritrocitnih pripravaka podudarnih prema
klini¢ki najvaznijim antigenima u sustavima krvnih
grupa Rh, Kell, Kidd, Duffy i MNS, ¢ime je rizik od
hemoliti¢ke transfuzijske reakcije snizen za otprilike
90%."” Dostupnost eritrocitnih pripravaka podudarnih
u antigenu ovisi o zahtjevu za antigenima negativnima
na antigen za pojedinog bolesnika, a prema broju nega-
tivnih eritrocitnih antigena u bolesnika, kao i o udjelu
darivatelja krvi kojima su odredeni eritrocitni antigeni,
uz opseg odredivanja tih antigena. Genotipizacija osi-
gurava vecu to¢nost od fenotipizacije, a njezinom pri-
mjenom u automatiziranom testiranju darivatelja oce-
kuje se krace odgadanje transfuzijskog lijecenja, kao i
snizenje njegovih troskova. Za razliku od pretrazivanja
antieritrocitnih protutijela i krizne reakcije koji imaju
rok valjanosti, genotipizacijom ¢e se omoguditi trajno
izdavanje eritrocitnih pripravaka podudarnih u antige-
nu.”® Medutim, odredivanje genotipa eritrocitnih su-
stava krvnih grupa znatno je skuplja pretraga koja se
izvodi samo u specijaliziranim laboratorijima, $to ju
¢ini nedostupnijom. Genotipizacijom moraju biti obu-
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hvacdeni najmanje geni iz sustava krvnih grupa Rh, Kell,
Kidd, Dufty i MNS, ali mogu se odrediti i geni drugih
sustava krvnih grupa, §to moze pomodi u interpretaciji
rezultata pri imunizaciji na druge eritrocitne antigene.
Valja naglasiti da pri hitnom transfuzijskom lije¢enju
koje je potrebno u roku od dva sata, redovito nema do-
voljno vremena za specifi¢ne postupke prijetransfuzij-
skih ispitivanja. Podatci o prethodnim aloimunizacija-
ma, rezultati fenotipiziranja ili genotipizacije u tim su
sluc¢ajevima neprocjenjivo vazni i tada treba primijeniti
eritrocitne pripravke podudarne s prethodno odrede-
nim antigenima bolesnika. Naposljetku, klinicka od-
luka o odabiru eritrocitnog pripravka podudarnog u
antigenu ovisi o hitnosti zahtjeva za transfuzijsko lije-
¢enje i moguénosti odabira takvog pripravka.” Pri hit-
nom transfuzijskom lijecenju treba izdati eritrocitne
pripravke podudarne s ABO/D, po mogu¢nosti prema
najvaznijim eritrocitnim antigenima sustava krvnih
grupa Rh i Kell.

Transfuzijsko lijecenje bolesnika monoklonskim pro-
tutijelom anti-CD38 treba biti unaprijed najavljeno, a
prije njegove primjene potrebno je poslati uzorke bo-
lesnika u transfuzijsku sluzbu na pretrazivanje anti-
eritrocitnih protutijela i odredivanje eritrocitnih anti-
gena. Lije¢nik koji skrbi za bolesnika treba biti upo-
znat s utjecajem monoklonskog protutijela anti-CD38
na prijetransfuzijsko ispitivanje. Pri transfuzijskom
lije¢enju treba uzeti u obzir vrijeme potrebno za testi-
ranje i osiguranje eritrocitnih pripravaka podudar-
nih u antigenu. Na zahtjevu za transfuzijsko lijecenje
potrebno je naznaliti datum posljednje primjene
monoklonskog protutijela anti-CD38. Medutim, ako
transfuzijsko lijeCenje nije unaprijed najavljeno, a
uzorci bolesnika prije i poslije primjene monoklon-
skog protutijela anti-CD38 nisu poslani u transfuzij-
sku sluzbu, produljuje se vrijeme od primanja zahtjeva
do izdavanja podudarnog pripravka. Stoga pri panre-
aktivnom protutijelu treba uvijek posumnjati na pri-
mjenu monoklonskog protutijela anti-CD38. Da bi se
skratilo odgadanje transfuzijskog lijecenja, laboratoriji
trebaju imati uspostavljene protokole prijetransfuzij-
skog ispitivanja i sustav upozorenja za bolesnike lijece-
ne monoklonskim protutijelom anti-CD38.

Testiranja koja obuhvacaju primjenu specifi¢nih po-
stupaka nisu automatizirana i pri rutinskom su radu
zahtjevna zbog trajanja obrade i potrebnog iskustva dje-
latnika u laboratoriju pa se provode ponajprije u refe-
rentnim laboratorijima. Osim uspostavljenih protokola,
a da bi komunikacija medu zdravstvenim djelatnicima
bila pravodobna, ISBT preporucuje automatizaciju u
komunikaciji kod bolesnika lije¢enih monoklonskim
protutijelom anti-CD38.2 Americka udruga banaka
kevi (engl. American Association of Blood Banks -
AABB) preporucuje obavjestavanje transfuzijske sluzbe
o pocetku lije¢enja bolesnika DARA-om.* Proizvodac
daratumumaba (Darzalex — Janssen Biotech Inc., John-
son & Johnson, Horsham, PA, SAD) takoder je svjestan
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smetnja u prijetransfuzijskom ispitivanju uzrokovanih
DARA-om, stoga je izdao upute za zdravstvene djelatni-
ke.!* Tako monoklonsko protutijelo anti-CD38 otezava
prijetransfuzijsko ispitivanje u transfundiranih bolesni-
ka lije¢enih DARA-om, do danas nije prijavljen nijedan
slu¢aj hemoliticke transfuzijske reakcije.* U nasem
istrazivanju takoder nije bilo prijavljenih transfuzijskih
reakcija, a bolesnici su prije transfuzijskog lije¢enja pri-
mili premedikaciju.

Prema medunarodnom forumu ISBT-a o strategi-
jama testiranja kod bolesnika lijecenih monoklonskim
protutijelom anti-CD38, vecina laboratorija (osam od
14) prijavljuje primjenu DTT-metode uz primjenu eri-
trocitnih pripravaka podudarnih u antigenu, $to je
omoguceno fenotipiziranjem odnosno genotipizira-
njem bolesnika ($est od osam). Pri negativnim testovi-
ma pretrazivanja antieritrocitnih protutijela eritrocitni
se pripravci izdaju prema protokolu T&S (engl. Type
and Screen) bez krizne reakcije. Neki se laboratoriji (tri
od 14) oslanjaju samo na odabir eritrocitnih pripravaka
podudarnih u antigenu.” U ovom istraZivanju za prije-
transfuzijsko ispitivanje prvo su odabrani klinicki naj-
vazniji eritrocitni pripravci podudarni s antigenom u
sustavima krvnih grupa Rh, Kell, Kidd, Dufty i MNS
(88,4%), a u nedostatku tih antigena s onima u susta-
vima krvnih grupa Rh, Kell i Kidd ili samo u sustavima
Rh i Kell (11,6%). Zatim su eritrociti obradeni DTT-
om i reagensom DaraEx. S obzirom na to da smo ovim
ispitivanjem utvrdili znatan udio lazno pozitivnih re-
zultata ispitivanja nakon primjene obaju specifi¢nih
postupaka (oko 40% nakon obrade eritrocita DTT-om
0,2 M i oko 20% nakon primjene reagensa DaraEx),
preporucujemo da se identifikacija antieritrocitnih
protutijela bolesnika nakon primjene DARA-e, zbog
velike zahtjevnosti procesa, provodi samo u prethodno
imuniziranih i neimuniziranih transfundiranih bole-
snika, kod kojih se ne moze sa sigurnos¢u utvrditi radi
li se 0 lazno pozitivnim rezultatima testiranja (npr., po-
zitivni testovi pretraZzivanja antieritrocitnih protutijela
uz nepodudarnu kriznu reakciju, pri odabiru doze koja
nije podudarna u svim vaznim antigenima, ako nije is-
klju¢en pozitivan DAT doze).

Medijan vremena od primanja eritrocitnih pripra-
vaka do njihova izdavanja iznosio je oko 8 sati. Chapuy
i suradnici prikazali su da uz primjenu DT T-a medijan
odgode transfuzijskog lijecenja neimuniziranih bo-
lesnika iznosi 2 sata, a aloimuniziranih bolesnika izno-
si 4 sata.”” Moguce je unaprijed obraditi eritrocite
DTT-om, osobito u laboratoriju s vise takvih zahtjeva,
budu¢i da se eritrociti mogu cuvati nekoliko dana
nakon obrade, ovisno o primijenjenoj otopini za nji-
hovu pohranu.”> Opazanje hemolize za vrijeme skladi-
$tenja eritrocita obradenih DTT-om moze biti ozbiljan
problem. U ovom je istrazivanju opaZena hemoliza
eritrocita obradenih DTT-om 0,2 M u fizioloskoj oto-
pini nakon 3 dana skladistenja, dok su obradeni eri-
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trociti pohranjeni u Alseverovoj otopini skladiSteni
bez hemolize dulje od tri tjedna. Modificiranom meto-
dom obrade eritrocita s pomoc¢u smanjivanja udjela
DTT-a 0,2 M na omjer 30 : 25 (eritrociti : DTT) ukla-
njaju se smetnje uzrokovane monoklonskim protutije-
lom anti-CD38, a membrana obradenih eritrocita nije
o$te¢ena obradom, §to sprjec¢ava hemolizu tijekom nji-
hova skladiStenja. Time je omoguceno obradivanje
vece koli¢ine eritrocita i njihovo skladistenje do 33
dana, bez pojave hemolize.*®

Zakljucak

Lije¢enje monoklonskim protutijelom anti-CD38 uz-
rokuje panreaktivnost u testovima prijetransfuzijskog is-
pitivanja koji se izvode u IAT-u: pretrazivanju, odnosno
identifikaciji antieritrocitnih protutijela i kriznoj reak-
ciji. Panreaktivnost je posljedica vezanja monoklonskog
protutijela anti-CD38 na protein CD38 na povrsini eri-
trocita, $to pri standardnom testiranju onemogucuje
otkrivanje antieritrocitnih aloprotutijela i osiguranje
podudarne krvi za transfuzijsko lije¢enje. Radi uklanja-
nja smetnja testiranja uzrokovanih monoklonskim pro-
tutijelom anti-CD38, potrebno je primijeniti specifi¢ne
postupke imunohematoloskih ispitivanja.

Uvodenjem monoklonskog protutijela anti-CD38 u
$iroku klinicku primjenu postoji opasnost da se podci-
jeni njegov utjecaj na postupke u transfuzijskoj sluzbi,
¢ime je ugrozeno pravodobno izdavanje krvi, a zbog
mogucih transfuzijskih reakcija ugrozena je i sigur-
nost transfuzijskog lijecenja bolesnika. U ovom se radu
oba specificna postupka, obrada eritrocita DTT-om
0,2 M i neutralizacijski test primjenom reagensa
DaraEx, nisu pokazala dovoljno pouzdanima u rjesa-
vanju smetnja uzrokovanih monoklonskim protutije-
lom anti-CD38. Stoga je za transfuzijsko lijecenje tih
bolesnika nuzno osigurati eritrocitne pripravke podu-
darne u antigenu. Budu¢i da odabir takvog priprav-
ka moze odgoditi transfuzijsko lije¢enje, ustanove u
kojima se lijece ovi bolesnici trebaju imati dogovo-
rene protokole transfuzijskog lijecenja pri primjeni
DARA-e, koji uklju¢uju pravodobnu komunikaciju
svih zdravstvenih djelatnika uklju¢enih u lije¢enje bo-
lesnika. Trebaju biti uspostavljeni protokoli za rjeSava-
nje smetnja prijetransfuzijskog ispitivanja i odabir
eritrocitnih pripravaka, a bolesnicima se preporucuje
izdavanje iskaznica o lije¢enju monoklonskim protuti-
jelom anti-CD38. Preporucuje se primjena DT T-a, jer
je vrlo jeftin i dostupan, iako je testiranje dugotrajno i
iziskuje iskustvo djelatnika. Druga je mogu¢nost pri-
mjena neutralizacijskih testova koji su brzi i jedno-
stavni, ali im je cijena visoka i ¢esto su nedostupni.
Primjena eritrocita krvi iz pupkovine i eritrocita
DARA-e nije prakti¢na jer su rijetko dostupni, a njiho-
vo je kombiniranje zahtjevno. Pretpostavlja se da bi
niZa cijena neutralizacijskih testova i genotipizacije u
buduénosti omogucila njihovu standardnu primjenu i
dostupnost vecini transfuzijskih sluzba.
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