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in qualita di Relatore dichiara che nell’esercizio della Sua funzione e per
'evento in oggetto, NON E in alcun modo portatore di interessi commerciali
propri o di terzi; e che gli eventuali rapporti avuti negli ultimi due anni con
soggetti portatori di interessi commerciali non sono tali da permettere a tali
soggetti di influenzare le mie funzioni al fine di trarne vantaggio.



Caso Clinico  ponna, 60 aa

04/10/2016  Ricovero presso Ortopedia Policlinico Umberto |
Frattura sotto-trocanterica femore destro
Paziente affetta da Mieloma Multiplo

Richiesta 1 unita di
GR per INTERVENTO
DI OSTEOSINTESI

PROGRAMMATO
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Caso Clinico Donna, 60 a

All'anamnesi immunoematologica...

et

2 gravidanze (1981, 1984)
2 aborti (1980, 1982)
Paziente politrasfusa (ultima Agosto 2016)

Non disponibili
ulteriori informazioni

g
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Test Pre-trasfusionali

* | determinazione fenotipo ABO/Rh/K

e Ricerca anticorpi irregolari
con pannello di screening a 3 cellule
(score: 1+)

POSITIVA

A Rh+ CcDee K-
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Caso Clinico

PANAGGLUTINAZIONE
Ricerca anticorpi eritrocitari nel siero
con metodo di agglutinazione su colonna in Coombs e in enzima
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MODESTA REATTIVITA’ IN COOMBS (SCORE 1+), ASSENTE IN ENZIMA
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NECESSARIO
STUDIO IMMUNOEMATOLOGICO
COMPLETO
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Caso Clinico

DEBOLMENTE
TCD, GEL SU COLONNA (DOSITIVO IgG>

DEBOLE
TEST DI ELUIZIONE ACIDA REATTIVITA’
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Ricerca anticorpale su eluato diluito 1:1
DEBOLE REATTIVITA IN COOMBS (SCORE W-+), ASSENTE IN ENZIMA
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Caso Clinico Paziente affetta da Mieloma Multiplo

Integrazione
con ulteriori dati
clinico-anamnestici
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Caso Clinico

06/10/2016 INVIO NUOVI CAMPIONI PER
STUDIO IMMUNOEMATOLOGICO
COMPLETO

Relazione allegata:

 Diagnosi di Mieloma Multiplo

* La paziente, seguita presso altro Centro,
era in terapia dal 08/08/2016 con

DARATUMUMAB!
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DARATUMUMAB

ANTICORPO MONOCLONALE IgG-k UMANO ANTI-CD38

Lega il CD38 inducendo morte delle cellule

= Ihcb3s e un.a_ glicoproteina tumorali attraverso meccanismi diretti ed
transmembrana di tipo Il a catena e e
_ indiretti
singola
* In condizioni normale i livelli di DARATUMUMAB

espressione di CD38 sulle cellule

linfoidi e mieloidi risultano bassi Complement

* | livelli di espressione di CD38 sulle Daratumumab T Daratumumab i
plasmacellule patologiche in ‘
pazienti affetti da MM sono M"ZL‘.’l'"-a WSL‘.’""“‘E
aumentati da 10 a 50 volte T

v v
SE OS¢
¥
Macrophages, NK cells, etc. Daralumt? r?':b binding APOPTOSIS
recognize Daratumumab recruits complement proteins Da{:lu::.:'g‘:z ;::i:;g:ﬂhe
labeled cells and destroy which punch holes in cell destroy
them membrane and destroy them
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Caso Clinico

Linfociti T,B, cellule
NK, mieloidi,
lasmacellule,

Daratumumab eritrocitipiastrine )
anticorpo monoclonale IgG1k \ ~ 7
che lega —_— )

Timo, linfonodi

o

Osso, occhio, cervello,
intestino, rene,
muscolatura liscia e
Interferenza con i test pre-trasfusionali striata, ecc
TAl e TAD POSITIVI
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Caso Clinico
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& & ) Il Daratumumab
¢+ - - ,(r - -» . . .
& ‘ si lega ai globuli
RBCs Patient serum No patient Coombs Negatwe IAT ross I ( C D 3 8 + )
expressing without antibodies antibodies to bind  reagent agglunnanon
a:::;:;s to minor antigen RBC antigens con conseguente
interferenza
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) Coombs
RBCs Patient serum pPatient reagent Aggluunanon Positive IAT

expressing containing antibodies bind
minor antibodies to RBC antigens
antigens minor antigen
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RBCs Patient serum Daratumumab Coombs Agglutination False positive IAT
expressing containing binds CD38 reagent
CcD38 daratumumab on RBCs

Front. Immunol. 2018, 9, 1-8
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Dalla Letteratura

TABLE 1 | Clinical data on anti-CD38 monocional antibody interference with blood bank testing.

Study No. of Anti-CD38 Pre-existing Positive Positive Positive DAT  Duration IAT
patients MoAb alloantibodies IAT auto-control IAT positivity
Bub et al. (16) 5 Dara n/a 5/5 2/5 2/5 n/a
Carrefio-Tarragona 33 30 Dara anti-D and anti-C (n = 2), 33/33 n/a 5/21 for Dara Median 5 months
etal (17) 3I1SA anti-Eandant-C(n = 1) 1/2 for ISA (range 1-9 months)
Chapuy et al. (6) 5 Dara n/a 5/5 3/5 a/5 n/a
Chari et al. (15) 7 Dara anti-D and anti-E (n = 1), 77 1/7 17 Median 3.4 months
anti-E, K, Jkb, Fya, Fyb S, (range 2.1-6.3)
17 h FAY

10 CASISTICHE DESCRITTE DAL 2015 AL 2018

e 91 pz trattati (Daratumumab 88, Isatuximab 3)

 100% TAI positivo dopo l'inizio della terapia

* 5/65 pz studiati prima della terapia avevano un alloanticorpo
* 13/67 pz hanno presentato TAD positivo

Front. Immunol. 2018, 9, 1-8
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Resolving the daratumumab interference with blood rI‘I{ ANSFUS"}N

compatibility testing

Y Daratumumab

c038
. 1 . i . 1 . 2 2

Claudia I. Chapuy,” Rachel T. Nicholson,” Maria D. Aguad,” Bjoern Chapuy,” Jacob P Laubach,

Paul G. Richardson,” Parul Doshi,” and Richard M. Kaufman' -

TABLE 1. Summary of blood bank testing of DARA-treated patients O*

Patient Period from Result of RBC ‘(
(number of Age DARA dose/ last DARA dose 1o RAesuilt of antibody panel using DTT-
samples tested) Sex (years) week (mg/kg) BB screen (days) screen and RBC panel DAT treated cells IAT + IAT -
1(3) Male 48 8 0-7 Pan reactive Positive Negative
23 Male 68 8 7 Pan reactive Positive Negative
3(10) Female a2 8 613 Pan reactive Negative  Negative
4 (1) Female 66 16 o Pan reactive Positive Negative
5(1) Male 59 8 0 Pan reactive Notdone  Negative T

BB = blood bank.

Panreattivita nel siero di 5 pazienti trattati

con Daratumumab

Il DTT, agente riducente, € in grado di
denaturare il CD38 spezzando i ponti

disolfuro. ] . .
- Guida et al. FEBS Letters, 1995, 368, 481-484 «Treating reagent RBCs with DTT or trypsin
s Berthelier et al. Eur. J. Bioochem. 2000, 267, 3056-64. eliminated the panreactivity with these samples.
This allowed identification of underlying
TABLE 4. DTT-sensitive blood group systems* e o . o o . . . .
Biood group sytem nane BT syl Tanstsion reacton ot clinically significant alloantibodies (anti-E, anti-
Dombrock ve] Immediate/delayed, mild to severe
Indian IN Very rare, decreased cell survival with IN1 H ; H
S g i ﬁ%ﬁ&f?&:ﬁweﬁ o Fy, anti-Jk, or anti-s) in the presence of DARA.»
Knops KN Ne
Landsteiner-Wiener w Delayed, none to mild
Lutheran L No to moderate
Raph RAPH No to moderate
Cartwright YT Delayed (rare), mild
* Adapted from the Blood Group Antigen Facts Book.'

Transfusion 2015, 55, 1545-54
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International validation of a dithiothreitol RS
(DTT)-based method to resolve the daratumumab ’
interference with blood compatibility testing

Claudia 1. Chapuy,’ Maria D. Aguad,” Rachel T. Nicholson,? James P AuBuchon,”
Claudia S. Cohn,® Meghan Delaney,® Mark K. Fung,” Meredith Unger,® Parul Doshi,’
Michael E Murphy,'® Larry J. Dumont,""'? Richard M. Kaufman,” and
the DARA-DTT Studv Group* for the BEST Collaborative

DARA only DARA + anti-Fy?

Transfusion 2016, 56, 2964-72
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Da

lla Letteratura

Metodi per superare |'interferenza da anti-CD38

TABLE 2 | Approaches for overcoming anti-CD38 monocional antibody interference with IAT.

Method Mechanism Advantages Orsadvantages
o Denatures CD38 antigen on reagent Cheap Denatures Kal arsgen: must give K-negatve
RBCs Easy to apply R8Cs (uniess Kal status known
Wel-valicated and reliable Dastroys other dirically significant minor
antigens [Lutheran, YT, VM, LW, Cromer,
ndian, Dombrock, and <nops systems)
Trypsin Cleaves CD38 antigen on reagent Cheap Denatures several sgnificars andigens (M. N,
RBCs Easy tc apply En*TS, Ge2, Ga3. Ged. OwRg. and Lutherary
Not valicated
Lass refiable than DTT at ramoving CO38 fom
reagere ASCs
Fapain Cleaves CDG8 antigen on reagent Cheap Desyoys many signiicant antigens, induding
RBCs Easy to apply MNS anc Dufy systerms as well as CvRg
Raiiable Ga2, and Ged
Dua o above. can only be used asa
complementary mesnod
RBSC phenotype Antigan profilng of patient RBCs Only neecs to be performed once Cannce be core ¢ aready staned an3-C038
[ d [
Altri metodi:
.
([ ]

ESTESA FENOTIPIZZAZIONE/GENOTIPIZZAZIONE
utilizzo di enzimi proteolitici (es. tripsina)

utilizzo di anticorpi anti-idiotipo

CD38 solubile

utilizzo di emazie cordonali, non recanti I’antigene
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S I M T I Societa Italiana di Medicina Trasfusionale e
Immunoematologia

INDAGINI PRE-TRASFUSIONALI NEI PAZIENTI TRATTATI CON DARA
E’ auspicabile che I'ematologo contatti il medico della ST
prima che il paziente inizi il trattamento con DARA

1. Indagini da eseguire sul paziente PRIMA dell’inizio del trattamento con DARA

ABO/RhD TCD _Tipizzazione
eritrocitaria estesa
Fenotipo Rh completo ricerca anticorpi (sierologia/biologa
Fenotipo K/k irregolari & &

molecolare)

2. Indagini da eseguire sul paziente DOPO l’inizio del trattamento con DARA

Tipizzazione
eritrocitaria estesa
in biologia
molecolare

Trattamento con DTT per
ABO/RhD eliminare l'interferenza
da anti-CD38.
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Caso Clinico

Donna, 60 aa

Affetta da Mieloma Multiplo

v’ Frattura sotto-trocanterica femore destro
in attesa di intervento di osteosintesi
v" In terapia con Daratumumab da 2 mesi

v All'anamnesi: politrasfusa, gravidanze ed
aborti
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S I M T I Societa Italiana di Medicina Trasfusionale e
Immunoematologia

INDAGINI PRE-TRASFUSIONALI NEI PAZIENTI TRATTATI CON DARA
E’ auspicabile che I'ematologo contatti il medico della ST
prima che il paziente inizi il trattamento con DARA

1. Indagini da eseguire sul paziente PRIMA dell’inizio del trattamento con DARA

ABO/RhD TCD Tipizzazione
Fenotipo Rh completo ricerca anticorpi eritrocitaria
Fenotipo K/k irregolari estesa

2. Indagini da eseguire sul paziente DOPO l’inizio del trattamento con DARA

trattamento con DTT Tipizzazione
per eliminare eritrocitaria

ABO/RhD I’interferenza da estesa in biologia
anti-CD38 molecolare
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Caso Clinico

2. Indagini da eseguire sul paziente DOPO l’inizio del trattamento con DARA

trattamento con DTT Tipizzazione
per eliminare eritrocitaria

ABO/RhD I’interferenza da estesa in biologia
anti-CD38. molecolare

INTERFERENZA DA DARATUMUMAB !!!!]1
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Caso Clinico

2. Indagini da eseguire sul paziente DOPO l’inizio del trattamento con DARA

Tipizzazione
eritrocitaria
estesa in biologia
molecolare

06/10/2016 ——

nitcri PRIMA di una kastusione di sangue.

Porfate con mesiralela ogl & mesi dopo
‘con darclumumab é terminato.
Per gl per il paziente,
ID card - paziente trattato con DARATUMUMAB
Nome:

Sto assumendo il farmaco daratumumab:
un anticorpo per i rattamento del mieloma multiplo

Uttima assungione del farmaco /
GG

MM AAAA

Informazioni per gli operatori sanitar

b ciato arischio di interfe con la fipizzozione ematica.
1l test di Coombs indirefto [test anti indiretio, IAT) p posifiy
in pazieni che anchein i anficorpi

verso anfigeni minori nel siero del paziente. Tole inferferenzo pud durare
fino @ 6 mesi dopo lulfima assunzione di daratumumab.

Nen vi & impatto sula e di ABO e grupp! Rh.
frasfusione di tr
p— o ah i ABO/RhD. -
enche in assenza di cross-matching, in base alle pratiche adottate localmente:
dallo banca del sangue.

Risultafi dei fest ematici del paziente prima dellassunziene di daralumumab.
Data del test !
GG

MM I AMAA

Grupposanguigno:JA OB OAB OO ORh+ ORh-

Esito del test di Coombs indiretto (screening per gli anticorpi)
ONegativa  OPositivo per i seguenti anticorpi:

Alfro:.
Ceontatti, o infermazicni sul Centro in cui sono stati effettuati
itest ematici.

Data o Bpprovazone AFA: 11/102016
Codice: 100112633
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S I M T I Societa Italiana di Medicina Trasfusionale e
Immunoematologia

* Selezionare concentrati eritrocitari ABO/Rh/K fenotipicamente compatibili

* cross-match elettronico o cross-match sierologico dopo pre-trattamento degli eritrociti del
NeearotiNe | donatore con DTT selezionando preferibilmente concentrati eritrocitari con match fenotipico o
DTT genotipico esteso

» Selezionare concentrati eritrocitari compatibili per ABO/Rh/K e negativi per gli antigeni verso i
quali sono diretti gli anticorpi identificati, tenendo conto preferibilmente del match fenotipico
0 genotipico esteso
SCREENING ) : : N .
POSITIVO * Eseguire cross-match sierologico dopo pre-trattamento degli eritrociti del donatore con DTT
(dopo DTT)

 Assegnare concentrati eritrocitari ABO/RhD/K compatibili

RICHIESTA * secondo il protocollo in uso presso la ST
TRASFUSIONALE
IN EMERGENZA
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Caso Clinico

* Selezionare concentrati eritrocitari ABO/Rh/K fenotipicamente compatibili
» cross-match elettronico o cross-match sierologico dopo pre-trattamento degli eritrociti del
SCREENING donatore con DTT selezionando preferibilmente concentrati eritrocitari con match fenotipico o

NEGAT[I)\ﬁ DOPO | genotipico esteso

PREPARATE 2 U GR mediante CROSS MATCH sierologico
con emazie MATCHED per:

Rh; kk; Jk (a+ b+); Fy (a- b+); MMSS

trattate con DTT

... ma non piu’ utilizzate!!
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Conclusioni |

e |l Daratumumab, anticorpo monoclonale IgG1k, lega il CD38 sulla superficie
dei globuli rossi con conseguente interferenza con i test pre-trasfusionali
(fino a 6 mesi dalla sospensione del farmaco), ma non & stata mai osservata
emolisi clinicamente significativa.

 E’ mandatorio, prima dell’inizio del trattamento, programmare uno studio
immunoematologico completo che comprenda la tipizzazione gruppo-
ematica estesa, in modo da garantire al paziente un supporto
trasfusionale adeguato, selezionando le unita  sulla base del match
sierologico/ genotipico.

e FE’ utile fornire al paziente una card con i relativi dati immunoematologici.

* Dopo linizio del trattamento, i test immunoematologici devono essere
eseguiti mediante trattamento delle emazie con DTT o con altro agente
riducente.
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Conclusioni |l

 L'utilizzo del DTT risulta efficace nel rimuovere l'interferenza da
Daratumumab, tuttavia comporta la distruzione di diversi antigeni tra cui
il Kell (ed altri piu rari), per cui € necessario assegnare unita K negative
nei pazienti in cui non e noto il fenotipo Kell.

e E° auspicabile eseguire una valutazione immunoematologica
(utilizzando sistemi riducenti, in grado di rimuovere l'interferenza) in
tutti i pazienti in trattamento con Daratumumab in seguito a ciascun
episodio trasfusionale.

e E’ essenziale una continua collaborazione tra clinico e trasfusionista,
con particolare attenzione agli scenari correlati all’utilizzo dei nuovi
farmaci.
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U'interferenza sierologica dovuta al Daratumumab puo essere rimossa mediante test di
adsorbimento?

> Si

> No

'esecuzione dei test in provetta elimina l'interferenza sierologica dovuta al
Daratumumab?

> Si

> No

La terapia con Daratumumab € associata generalmente a quadri clinici caratterizzati da
franca anemia ?

» Si

> No

Il Test di Coombs diretto e 'autocontrollo risultano sempre negativi in caso di
interferenza da Daratumumab?

> Si

> No
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L'interferenza sierologica dovuta al Daratumumab pu0 essere rimossa mediante test di
adsorbimento?

> Si
»>| No

LU'esecuzione dei test in provetta elimina 'interferenza sierologica dovuta al Daratumumab?
> Si

> | No

La terapia con Daratumumab € associata generalmente a quadri clinici caratterizzati da
franca anemia ?

» Si
»| No

Il Test di Coombs diretto e I'autocontrollo risultano sempre negativi in caso di interferenza
da Daratumumab?

> Si
»| No
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