Dr. med Christof Weinstock

Storung der blutgruppenserologischen
Untersuchungen durch therapeutische

monoklonale Antikorper

Zusammenfassung

Krankheiten und Medikamente verursachten bislang in Einzelfallen Storun-
gen der blutgruppenserologischen Untersuchungen. Zwei der neuen thera-
peutischen monoklonalen Antikdrper sind gegen Antigene gerichtet, die sich
auch auf Erythrozyten befinden, und erschweren die Untersuchungen nun
bei jedem der damit behandelten Patienten. Daratumumab (Anti-CD38) ist
zur Therapie des Multiplen Myeloms zugelassen und wird breit angewendet,
flir Hu5F9-G4 (Anti-CD47) werden Studien in den USA und in GroBbritannien
durchgeftihrt. Daratumumab macht den Antikérpersuchtest und Vertraglich-
keitsproben im indirekten Antiglobulin-Test reaktiv und kann dadurch anti-
erythrozytére Antikérper verdecken. Der Artikel beschreibt die Mdglichkeiten,
trotz dieser Storung die serologische Vertrdglichkeit von Erythrozytenkonzen-
traten zu gewahrleisten.

ERKRANKUNGEN UND ARZNEIMITTEL
KONNEN BLUTGRUPPENSEROLOGISCHE
UNTERSUCHUNGEN STOREN

Der Auftrag des blutgruppenserologischen Labors ist die
Bestimmung von Blutgruppenmerkmalen auf den Ery-
throzyten und die Entdeckung von Antikdrpern gegen
fremde Blutgruppenmerkmale im Plasma einer Blutprobe.
Ziel aller Anstrengungen ist die Bereitstellung serologisch
vertraglicher Blutprodukte. Im Falle von Erythrozytenkon-
zentraten wird die serologische Vertraglichkeit durch eine
nicht-reaktive (,negative”) Vertraglichkeitsprobe, auch
Kreuzprobe genannt, vorhergesagt.

Erkrankungen kdnnen Verdnderungen mit sich bringen,
die diese Untersuchungen stéren. Leukéamien lassen Blut-
gruppenmerkmale verschwinden, Erkrankungen, die mit
erhdhten Konzentrationen von Plasmaproteinen einher-
gehen (z.B. Fibrinogen, a2-Makroglobulin oder IgM), for-
dern in vitro die Formation von sogenannten Geldrollen
und tauschen dabei Agglutinationen vor und Autoimmun-
hamolysen werden von Antikdrpern verursacht, die Such-
teste und Kreuzproben reaktiv (,positiv*) ausfallen lassen.

Summary

lliness and medication may interfere with blood group serology. Two of the
new therapeutic monoclonal antibodies are directed against antigens which
are also expressed by red blood cells and interfere with the diagnostic proce-
dures in the immunohaematology laboratory. Daratumumab (anti-CD38) has
approval for therapy of multiple myeloma, Hu5F9-G4 (anti-CD47) currently is
tested in the United States and in Great Britain. Daratumumab interferes with
the indirect antiglobulin test and may hide allo-reactive red cell antibodies.
This article reviews the various methods to mitigate this interference.

Zu diesen erkrankungsbedingten Stérungen gesellten
sich Stérungen durch Medikamente. Dextran und Hyd-
roxyethylstarke mit hohem Molekulargewicht beférdern
ebenfalls die Geldrollenbildung. In friiheren Jahren brach-
ten manche Chargen von Anti-Thymozyten-Globulin (ATG)
anti-erythrozytére Antikdrper mit, die bei den Patienten
den direkten Coombs-Test und den Antikdrpersuchtest
positiv ausfallen lieBen'. Antibiotika, insbesondere Peni-
cilline und Cephalosporine, bilden mit Antikérpern des
Patienten Immunkomplexe und lagern sich auf den Pati-
entenerythrozyten ab. Viele dieser Patienten bekommen
so einen positiven direkten Coombs-Test (Antiglobulin-
Test) und lassen das Labor im ersten Moment an eine
immunhamolytische Reaktion und neu aufgetretene anti-
erythrozytare Antikdrper denken. Andere Medikamente
sind in der Lage, das Immunsystem zur Bildung von War-
meautoantikdrpern anzuregen, die dann ebenfalls an die
Patientenerythrozyten binden und, wenn im Uberschuss
produziert, frei im Plasma vorliegen und den Antikor-
persuchtest sowie Vertraglichkeitsproben positiv ausfal-
len lassen. Bei einem Teil dieser Patienten verursachen
die Warmeautoantikdrper eine medikamentenabhangige
Immunhamolyse.




STORUNGEN DURCH NEUE
ARZNEIMITTEL: DARATUMUMAB

Die eben beschriebenen Interferenzen wurden verein-
zelt beobachtet, nur ein Teil der Patienten, die die aus-
|[6senden Medikamente erhielten, fiel tatsachlich durch
Stérungen der blutgruppenserologischen Diagnostik auf.
Die Situation &nderte sich, als im Jahr 2015 der humane
monoklonale Antikorper Daratumumab (Darzalex®) in
den immunhamatologischen Laboren aufschlug. Jeder
mit Daratumumab behandelte Patient reagierte im Anti-
kérpersuchtest und in den Vertraglichkeitsproben positiv.
Zun&chst standen die Labore von Studienzentren vor die-
ser Herausforderung, 2016 nach der Zulassung zur Dritt-
linienbehandlung des Multiplen Myeloms waren dann
auch groBflachig die Labore anderer Kliniken und Praxen
betroffen. 2018 wurde Daratumumab zur Erstlinienthe-
rapie zugelassen. Das heiBt, nun dirfen auch Patienten
mit neu diagnostiziertem Multiplen Myelom, die nicht flr
eine autologe Stammzelltransplantation in Frage kommen,
von Beginn an mit Daratumumab behandelt werden (in
Kombination mit Bortezomib, Melphalan und Prednison).
Mit der Verbreiterung der Einsatzmdoglichkeit des Dara-
tumumab wird die zu erwartende Zahl an Patienten mit
Stérungen der Blutgruppenserologie noch einmal anstei-
gen. Und Daratumumab wird nicht alleine bleiben, derzeit
werden mit Isatuximab (SAR-650984) und MOR202 zwei
weitere monoklonale Antikdrper von anderen Herstellern
in Kklinischen Studien auf ihre therapeutische Wirksam-
keit und Sicherheit untersucht. Berichten der Labore der
Studienzentren zufolge verhalten sie sich bei blutgrup-
penserologischen Untersuchungen &hnlich wie Daratu-
mumab?, so dass die im Folgenden berichteten Erfahrun-
gen mit Daratumumab auch auf diese Antikdrper Uber-
tragbar sein durften.

Alle drei Antikdrper sind gegen CD38 gerichtet, ein
45-kDa-Glykoprotein, das von nahezu allen Zellen des
Koérpers zumindest in bestimmten Entwicklungsstadien
exprimiert wird3. In der Zellmembran existieren zwei Vari-
anten des CD38-Proteins: Die Typ-ll-Variante zeigt mit
der katalytischen Domane in den extrazellularen Raum
und ist das Antigen, an das Daratumumab bindet. Bei
der Typ-lll-Variante ist die katalytische Doméane intrazel-
lular orientiert4. CD38 katalysiert sowohl die Synthese
als auch die Hydrolyse von zyklischem Adenosindiphos-
phat-Ribosyl (CADPR). Des Weiteren katalysiert CD38 die
Umwandlung von Nicotinamidadenosindinukleotidphos-
phat (NADP) in Nicotinsdureadenosinnukleotidphosphat
(NAADP). Sowohl cADPR als auch NAADP sind Second
Messenger, die Ca2+ aus intrazelluldren Speichern frei-
setzen. Calcium-lonen sind wichtig fur viele intrazelluléare

Prozesse, darunter Genexpression und Zellteilung.5 Wei-
tere Liganden und Funktionen von CD38, seine Interak-
tionen mit anderen Membranproteinen® und seine Rolle
in Zellphysiologie und Pathophysiologie werden intensiv
untersucht’”. Bei Multiplem Myelom und bei chronisch-
lymphatischen Leukémien ist die CD38-Expression durch
die malignen Zellen deutlich erhoht. Die erhdéhte CD38-
Expression wird zum einen als Marker fur eine schlechte
Prognose verwendet. Zum anderen wird sie therapeu-
tisch genutzt: Nur an stark exprimierende Zellen binden
gentgend viele Anti-CD38-Antikdrper und erreichen die
kritische Dichte, die erforderlich ist zur Aktivierung der
Effektormechanismen komplementvermittelte Lyse, anti-
kérperabhangige zellulare Zytotoxizitéat und Induktion von
Apoptose’. Andere Kdrperzellen, einschlieBlich der Eryth-
rozyten, tragen deutlich weniger CD38 auf ihrer Oberfla-
che und entkommen so den Angriffen von Daratumumab.
Uber Erythrozyten wurde berichtet, dass viele Menschen
gleichzeitig eine stark und eine schwach exprimierende
Population besitzen sollens.

Die schwache Expression von CD38 schutzt die Eryth-
rozyten unter der Therapie mit Anti-CD38 vor messba-
rer Hamolyse?, sie reicht aber aus, um so viele Antikor-
per zu binden, dass sie im indirekten Coombs-Test durch
positive Reaktionen entdeckt werden. Deshalb sorgten
die Proben der mit Daratumumab behandelten Testzellen
anfangs in den Laboren fur gréBere Aufregung: Die Plas-
men dieser Patienten reagierten mit allen Testzellen posi-
tiv. Das betraf sowohl den Antikdrpersuchtest als auch die
Vertraglichkeitsprobe. Die Patientenerythrozyten waren
Uberraschenderweise von dieser Storung nicht betroffen:
Eigenkontrolle (Patientenerythrozyten inkubiert mit Pati-
entenplasma, anschlieBend untersucht im Coombs-Test)
und der direkte Coombs-Test der Patientenerythrozyten
reagierten meistens unauffallig negativ. Warum, das ist
bis heute unklar. Entweder werden die CD38 stark expri-
mierenden Erythrozyten der Patienten kurz nach der Infu-
sion des Antikoérpers hamolysiert8 oder die Antigene ver-
schwinden unter der Wirkung des Antikorpers von der
Zelloberflache!0.

Da die patienteneigenen Erythrozyten in der Regel nicht
mit Daratumumab beladen sind, kdnnen die Blutgruppen-
merkmale ganz normal bestimmt werden, auch der Bed-
side-Test vor der Transfusion von Erythrozytenkonzentra-
ten wird nicht gestort. Gestort werden Antikdrpersuchtest,
Antikdrperidentifizierung und Vertraglichkeitsproben. Eine
negative Eigenkontrolle und positive Reaktionen mit allen
Testzellen lauten bei den Mitarbeitern im Labor die Alarm-
glocken, weisen sie doch auf einen Alloantikdrper gegen
ein hochfrequentes Antigen hin. Antikdrper gegen hoch-
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frequente Antigene bedeuten aufwandige und langwie-
rige Untersuchungen zur Feststellung der Spezifitédt des
Antikdrpers und groBe Schwierigkeiten, kompatible Pré-
parate oder Spender zu finden. Reaktive Antikdrpersuch-
teste und Vertraglichkeitsproben kénnen eventuell vor-
handene zusétzliche Antikdrper maskieren. Lagen zum
Beispiel noch ein Anti-Fy2 oder ein Anti-Jk& vor, beides
klinisch relevante Antikorper, die immer wieder Hamoly-
sen verursachen, dann wirde deren Reaktion in der Ver-
traglichkeitsprobe Uberdeckt. Gabe man notgedrungen
Erythrozytenkonzentrate mit reaktiven Vertraglichkeits-
proben aus, kénnte es passieren, dass Praparate darun-
ter sind, deren Inkompatibilitdt man nicht erkannt hatte.

Die Titer des freien Daratumumab sind hoch, oft liegen sie
bei 512 oder 1024, aber die Reaktionen sind im Verhalt-
nis dazu Uberraschend schwach, sie fallen meistens zwei-
fach positiv aus. Die geringe Antigendichte von CD38 auf
den Erythrozyten reicht nicht fur starke Reaktionsausfalle
in den Ublicherweise verwendeten Gelkéartchen aus.

MOGLICHKEITEN DER
STORUNGSBEGRENZUNG

Daratumumab verschwindet nur langsam aus dem
Plasma. Nach Angaben des Herstellers muss noch
sechs Monate nach der letzten Infusion mit Stérungen
im indirekten Coombs-Test gerechnet werden. Wie also
kann ein Labor wahrend der Therapie und in der nachfol-
genden Abklingzeit die durch Daratumumab verursach-
ten Stérungen umgehen?

Die Deutsche Gesellschaft fur Transfusionsmedizin und
(DGTI) veroffentlichte 2016 eine
Empfehlung zum Vorgehen bei serologischen Stérun-
gen durch den therapeutischen monoklonalen Antikor-

Immunhamatologie

per Daratumumab™. In der Empfehlung werden zwei
Wege beschrieben, auf denen die Stérungen durch
Daratumumab umgangen werden kénnen. Die Empfeh-
lung dient der Bestatigung, dass Labore, die einen die-

ser Wege beschreiten zwar von der Richtlinie Hamo-
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Abbildung 1a: Pepsin spaltet Daratumumab in ein F(ab‘)o-Fragment, ein partielles Fc(pFc)-Fragment und in mehrere kleinere Fragmente

Abbildung 1b: Papain spaltet Daratumumab in zwei Fab-Fragmente und ein Fc-Fragment




therapie abweichen, dass diese Abweichung aber dem
momentanen Stand von Wissenschaft und Technik ent-
spricht. Einer der in dieser Empfehlung beschriebenen
Wege ist die Behandlung der Testzellen mit Dithiothreitol
(DTT) zur Zerstérung des CD38-Antigens. Haufig gelingt
es mit DTT-behandelten Testzellen einen nicht-reaktiven
Antikdrpersuchtest und nicht-reaktive Vertraglichkeitspro-
ben zu erhalten. Oder falls zusatzliche Antikorper vorlie-
gen gelingt es, diese zu erkennen und zu identifizieren.
Alternativ kann das Risiko einer immunhamolytischen
Reaktion umgangen werden, indem der Patient weitge-
hend antigenkompatible Erythrozyten erhalt.

ENZYMATISCHE BEHANDLUNG DER
TESTZELLEN MIT DITHIOTHREITOL (DTT)

DTT spaltet Disulfidbriicken und zerstdért so bei der
Behandlung der Erythrozyten des Antikérpersuchtests
und der Vertréaglichkeitsprobe das CD38-Antigen. Damit
bieten diese Zellen dem Daratumumab keine Bindungs-
stellen mehr und der indirekte Coombs-Test fallt negativ
aus (sofern keine zusétzlichen anti-erythrozytaren Anti-
korper vorliegen). Neben CD38 werden auch andere
Strukturen mit Disulfidbriicken zerstort, darunter Anti-
gene der Blutgruppensysteme Kell (KEL), Dombrock (DO),
Indian (IN), Cartwright (YT), Lutheran (LU), Landsteiner-
Wiener (LW), John-Milton-Hagen (JMH) und Knops (KN).
Nun haben sich Antikdrper gegen Antigene des KN-Sys-
tems oder gegen JMH als klinisch nicht relevant erwie-
sen. Zahlreiche Patienten wurden und werden aus Man-
gel an antigennegativen Préaparaten gegen diese hoch-
frequenten Antikdrper mit inkompatiblen Erythrozyten
transfundiert, ohne dass (merkbare) Hamolysen auftraten.
Diese Antikdrper gelten als klinisch nicht relevant. Es ist
unkritisch, sie nicht entdecken zu kénnen, wenn Such-
test und Vertraglichkeitsprobe mit DT T-behandelten Test-
zellen durchgeflhrt werden. Antikérper in den Systemen
LU, YT und LW kédnnen Hamolysen verursachen. Sofern
es in der Vergangenheit zu Hamolysen kam, wurden sie
Uberwiegend als extravasal und mild verlaufend beschrie-
ben. Auch fUr Antikdrper aus diesen Systemen gilt: Wenn
die mit DTT-behandelten Testzellen nicht entdeckt wer-
den, ist das Risiko einer schwerwiegenden Hamolyse
relativ gering. Dagegen werden Antikdrper in den Sys-
temen KEL, IN und DO respektvoll betrachtet, sie wur-
den als Ursache schwerwiegender und akuter Hamoly-
sen beschrieben. Allerdings sind Antikdrper gegen Anti-
gene in den Systemen DO und IN in Mitteleuropa extrem
selten. Anders verhélt es sich mit dem KEL-System. Anti-
kérper gegen die Antigene K und Kp2 sind haufig. Sie
kénnen aber leicht umgangen werden, wenn die Pati-

enten untersucht und kompatibel zu ihrem K- und Kp2-
Phanotyp versorgt werden. Seltene Antikorper gegen
KEL-Merkmale bilden bei Vertraglichkeitsproben mit DTT-
pbehandelten Zellen ein Restrisiko. Diesem Risiko muss
aber der Gewinn an Sicherheit gegentbergestellt werden,
der dadurch entsteht, dass mit DT T-behandelten Erythro-
zyten haufiger vorkommende Antikorper wie Anti-S oder
Anti-Jka gefunden werden.

Zwischenfazit

Die Vertraglichkeitsprobe mit DTT-behandelten Erythro-
zyten hat nicht ganz die gleiche Vorhersagekraft wie eine
Standard-Vertraglichkeitsprobe mit unbehandelten Eryth-
rozyten, da sie das Risiko birgt, Antikorper in den sieben
genannten Blutgruppensystemen zu Ubersehen. Aber
abgesehen von Antikérpern gegen KEL-Merkmale, sind
diese Antikdrper entweder sehr selten oder haben keine
klinische Relevanz. Da DT T-behandelte Erythrozyten aber
ermoglichen, klinisch relevante Antikdrper in anderen
Blutgruppensystemen zu erkennen, bietet eine Vertrag-
lichkeitsprobe mit ihnen mehr Sicherheit als gar nichts zu
tun und die Préparate mit reaktiver Vertraglichkeitsprobe,
sozusagen blind auszugeben.

VERSORGUNG MIT KOMPATIBLEN
ERYTHROZYTENKONZENTRATEN

Bei dieser Versorgungsstrategie werden Erythrozyten
transfundiert, die moglichst dem Antigenmuster des Pati-
enten entsprechen, die also keine Antigene tragen, gegen
die der Patient relevante Alloantikorper gebildet haben
kann. Der Schutz vor einer Immunhamolyse kommt nicht
mehr durch die Vertraglichkeitsprobe, sondern durch die
Auswahl der Praparate zustande. Trotzdem wird man die
Vertréaglichkeitsprobe durchfiihren. Zum einen fordert
die Richtlinie die Durchfihrung von Vertraglichkeitspro-
ben ohne Ausnahmen zu benennen, zum anderen bieten
diese einen Schutz vor ABO-Vertauschungen oder ande-
ren sehr stark reaktiven Antikorpern gegen Antigene, die
bei der Auswahl nicht beachtet wurden (z.B. Wrd). Derart
stark positive Reaktionen werden in der Vertraglichkeits-
probe hinter dem Daratumumab-Schleier sichtbar.

Was versteht man nun in diesem Zusammenhang unter
relevanten Antikdrpern oder unter den Begriffen kompa-
tibel bzw. ,matched®? Hier gibt es keine offizielle Defini-
tion, die Entscheidung kann und muss vom Labor selbst
getroffen werden. Es ist nicht maoglich, alle der Uber
400 Blutgruppenmerkmale und Phanotypen zu berlck-
sichtigen. Manche BefUrworter dieser Strategie beach-
ten neben der Rhesusformel und Kell zusatzlich die Anti-
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Sowohl die F(ab‘)o-Fragmente (a) als auch die Fab-Fragmente (b) binden an das CD38 der Testzellen und blockieren dieses flr das mit dem Patientenplasma
kommende Daratumumab. Das Antiglobulinserum kann weder an die gebundenen F(ab‘)o-Fragmente noch an die Fab-Fragmente binden, der Antiglobulin-Test

wird nicht durch das Daratumumab in der Patientenprobe gestort.

gene Fya, Fyb, Jka, JkP, S und s. Sie lehnen sich damit an
Uberlegungen an, die man fir die Versorgung von Pati-
enten mit Sichelzellerkrankung angestellt hat. Die meis-
ten immunhamolytischen Reaktionen werden von die-
sen Antikorperspezifititen (zusammen mit Antikdrpern
des RH- und des KEL-Systems) verursacht, so dass man
mit Beachtung der genannten Antigene ebenfalls einen
sehr groBen Schutz vor immunhamolytischen Reaktionen
erreicht. Auch bei dieser Vorgehensweise bleibt ein Rest-
risiko, da Antikdrper gegen andere Blutgruppenantigene
nicht erkannt und auch nicht umgangen werden.

Voraussetzung fur diese Art der Versorgung ist die sero-
logische Phanotypisierung oder die Genotypisierung des
Patienten und ein groBer Vorrat an Erythrozytenkonzentra-
ten, aus dem geschopft werden kann. Vernunftigerweise
sollten Phanotyp oder Genotyp der Erythrozytenkon-
zentrate schon vorbestimmt sein, anforderungsaktuelle
Typisierungsaktionen wurden sehr aufwendig und teuer.

KOMMERZIELLES REAGENS ZUR
INHIBITION VON DARATUMUMAB:
DARAEX®

2018 kam das erste und bislang einzige kommerzielle
Reagens zur Inhibition der Daratumumab-Stérung auf
den Markt!2, Es handelt sich dabei um Daratumumab,
dem mit Pepsin das Fc-Stlick abgespalten wurde (Abbil-
dung 1a). Es wird mit den Test-Erythrozyten vorinkubiert,
bindet an die CD38-Antigene und blockiert diese flr das
mit dem Patientenplasma kommende Daratumumab.
Die F(ab‘),-Fragmente des DaraEx® werden im indirek-
ten Coombs-Test vom Anti-Humanglobulin nicht erkannt
(Abbildung 2a), Antikdrpersuchtest und Vertraglichkeits-
probe fallen negativ aus'3.14,




KOSTENERSTATTUNG

Die derzeitigen Kosten fiir DaraEx® Uberschreiten die
nach den Gebuhrenordnungen erzielbaren Erlése fur Ver-
traglichkeitsprobe und Antikérpersuchtest um ein Mehr-
faches. Die Kosten fur die DTT-Behandlung sind nicht
ganz so einfach zu ermitteln. Die Zellen fur die Vertrag-
lichkeitsprobe werden aktuell fUr jede Anforderung mit
DTT behandelt. Die Zellen fur den Antikorpersuchtest
werden in manchen Laboren parallel zur Vertraglichkeits-
probe behandelt, in anderen Laboren dagegen auf Vorrat
hergestellt. Der Umfang der Kontrollen variiert und letzt-
lich auch der erforderliche Zeitaufwand. Es ist aber unbe-
stritten, dass auch die Kosten der DTT-Behandlung nicht
durch die Erlése fir Suchtest und Vertraglichkeitsprobe
gedeckt werden.

Zum 1. April 2019 wurde fur den Einheitlichen Bewertungs-
maBstab (EBM) die Einfuhrung der GebUhrenordnungszif-
fer 32557 beschlossen: ,Zuschlag zu der GebUhrenord-
nungsposition 32545 oder 32556 fur eine Vorbehandlung
mit Dithiothreitol (DTT) zur Vermeidung von Interferen-
zen durch Daratumumab®. Die Ziffer kann zuséatzlich zum
Antikdrpersuchtest (GOP 32545) oder zur Vertraglich-
keitsprobe (GOP 32556) berechnet werden, maximal aber
viermal pro Patient und Behandlungstag. Die VergUtung
wird mit 19,20 € beziffert.

Daratumumab

/

Es sind Bestrebungen im Gange, auch fUr den Einsatz
von DaraEx® (und kommenden Inhibitoren) eine Gebiih-
renordnungsziffer im EBM zu schaffen. Fir die Abrech-
nung nach der Gebuhrenordnung fir Arzte (GOA) gibt es
derzeit keine speziellen Geblihrenordnungspositionen.

WEITERE VERFAHREN

Inhibition von Daratumumab durch anti-
idiotypische Antikdrper

Der Hersteller von Daratumumab verfligt Uber anti-idio-
typische Antikérper gegen Daratumumab (Abbildung 3).
Diese werden fur die Klinische Chemie, flUr die Serum-
elektrophorese und Immunfixationselektrophorese zur
Verflgung gestellt’™. Daratumumab wandert mit der
gamma-Fraktion und verandert das kappa-/lambda-
Leichtketten-Verhéltnis. Um die Therapie von Patienten
mit Multiplem Myelom dennoch Uberwachen zu kénnen,
werden die anti-idiotypischen Antikérper mit dem Patien-
tenserum vorinkubiert und verdndern nach Bindung an
Daratumumab dessen Wanderungsverhalten im elektri-
schen Feld so, dass es abseits der natlrliche Serumpro-
teine des Patienten auf dem Gel zum Liegen kommt. Fir
blutgruppenserologische Untersuchungen stehen sie lei-
der nicht zur Verflgung.

Anti-idiotypische Antikérper

Abbildung 3:

Das Antigen, gegen welches die anti-idiotypische Antikdrper gerichtet sind, ist die Antigenbindungsstelle (Fab) eines anderen Antikdrperklons. Sie kénnen so

Antikorper dieses Klons binden und blockieren.
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Inhibition durch rekombinantes I6sliches CD38
Rekombinante [8sliche Blutgruppenantigene werden
seit einigen Jahren erfolgreich zur Inhibition von Antikor-
pern eingesetzt'6. Auch die Inhibition von Daratumumab
wurde mit sCD38 versucht. Damit eventuell vorhandene
zusatzliche anti-erythrozytare Antikdrper im Plasma der
Patienten nicht unter die Nachweisgrenze verdinnt wer-
den, darf nur ein kleines Volumen sCD38 fir den indirek-
ten Coombs-Test hinzugefigt werden. Unter Therapie
werden Plasmaspiegel von bis zu 1.000 pg/ml Daratu-
mumab erreicht?’, was sCD38-Ldsungen mit einer Kon-
zentration von bis zu 100 mg/ml erfordert. Die auf dem
Markt befindlichen rekombinanten Proteine erreichen
jedoch nur eine Konzentration von 0,2 mg/ml sCD38. Ein-
zig die Firma Grifols hat sCD38 in einer Konzentration von
30 mg/ml'8, setzt dieses aber bislang nur in ihnrem Refe-
renzlabor ein. Losliches CD38 ist sicher die eleganteste
Moglichkeit, diese Stérungen zu beseitigen. Aber auch
die Herstellungskosten fur rekombinante Proteine sind
hoch und im Falle einer MarkteinfUhrung musste der Ein-
satz von sCD38 gut kalkuliert werden.

Inhibition von Daratumumab durch
zellgebundenes CD38

Tremblay und Kollegen adsorbierten das Plasma von
Daratumumab-Patienten an Zelllinien, die CD38 stark
exprimieren!®. Sie verwendeten dazu Zellen der Daudi-
Linie und hatten nach zweimaliger Adsorption Daratu-
mumab ausreichend aus dem Plasma entfernt. Versu-
che des Autors und Kollegen mit Daudi-, Raji-, Ramos-,
Nawalma- und RPMI 8226-Zellen waren dagegen erfolg-
los (500 ul gepooltes Serum mit Titer 64 auf 108 Zellen;
1 h, 37 °C). Auch wenn diese technischen Hirden Uber-
wunden wurden, bliebe die Frage nach der akuten Ver-
flgbarkeit dieser Zelllinien bei Eingang einer Anforderung
und nattrlich nach den Kosten, sollten diese Zellen nur fur
diesen Zweck gezUchtet werden.

Blockade von CD38 durch Anti-CD38 der Maus

Ebenfalls die Gruppe um Tremblay versuchte, mit Anti-
CD38 von der Maus die CD38-Antigene auf den Eryth-
rozyten zu blockieren'®. Diesem Unterfangen war kein
Erfolg beschert. Der Grund daflir ist unklar: Entweder war
der Anti-Humanglobulintest nicht so speziesspezifisch
wie erwartet und das Anti-Humanglobulin agglutinierte
auch Erythrozyten, die mit dem Maus-Antikdrper beladen
waren oder Daratumumab verdrangte die Maus-Antikor-
per aus der Bindung und wurde richtig vom Anti-Human-
globulin auf den Erythrozyten entdeckt.

Inhouse Panels

Die Erythrozyten von Neugeborenen tragen noch kein
oder nur sehr wenig CD38. Vereinzelt stellten sich Labore
deshalb Zellpanels zur Antikdrpersuche und -identifizie-
rung aus Nabelschnurblut zusammen. Die Erythrozy-
ten von Patienten unter Daratumumab-Therapie werden
CD38-negativ. Sind diese Patienten nicht vortransfundiert,
lasst sich auch aus ihren Zellen ein Panel an Testzellen
zusammenstellen. In beiden Fallen ist jedoch eine inten-
sive Sammlung der Proben mit Blutgruppe O und deren
ausgiebige Phano- oder Genotypisierung erforderlich.

Papain, Trypsin, Capture®-Technik

Es gibt Berichte Uber ungestorte Antikdérpersuchen mit
papainbehandelten Testzellen20, bei einigen Patien-
ten wurden auch erfolgreich trypsinbehandelte Testzel-
len eingesetzt2!. Des Weiteren wurde berichtet, dass die
Capture®-Technik der Firma Immucor weniger empfind-
lich gegentber Daratumumab sei, etwa die Halfte der
untersuchten Proben konnte ohne Stérung durch Dara-
tumumab untersucht werden22. Das oben erwahnte
DaraEx® besteht aus pepsingespaltenem Daratumumab.
Statt Pepsin kann auch Papain verwendet werden, um
Daratumumab in Fab- und Fc-Fragmente zu spalten
(Abbildung 1b)23. Die Fab-Fragmente blockierten die
CD38-Antigene der Testerythrozyten und ermdglich-
ten negative Coombs-Tests (Abbildung 2b) oder, sofern
vorliegend, die Erkennung anti-erythrozytarer Alloanti-
kérper in den Plasmen von Daratumumab-behandelten
Patienten.

FAZIT

Die Stoérungen durch Daratumumab sind flr die betroffe-
nen Labore argerlich, weil mit erhdhtem Aufwand verbun-
den. Das Risiko fur Patienten, wahrend der Daratumumab-
Therapie serologisch inkompatible Erythrozytenkonzent-
rate transfundiert zu bekommen, ist vermutlich aber recht
gering. Dem Autor sind jedenfalls keine Fallberichte zu
Alloimmunha&molysen bei solchen Patienten gegenwar-
tig. Bislang gibt es auch keine Hinweise, dass Patienten
unter Daratumumab-Therapie haufiger als andere Patien-
ten anti-erythrozytare Alloantikorper bilden. Im Gegenteil,
es ist eher zu erwarten, dass diese Gruppe seltener Anti-
kérper bildet und wahrscheinlich sogar bestehende Anti-
kérper (zumindest vortbergehend) verliert. Denn auch
B-Lymphozyten und Plasmazellen exprimieren CD38 in
groBer Dichte und werden von Daratumumab dezimiert.
Mit diesem Wirkungsmechanismus im Sinn wurde Dara-
tumumab in mehreren Fallen von Autoimmunhamolysen
nach Stammzelltransplantation erfolgreich eingesetzt?4,




UBER DARATUMUMAB HINAUS:
WAS KOMMT AUF UNS ZU?

Die Entwicklung therapeutischer Antikérper ist vielver-
sprechend und wird dementsprechend vorangetrieben:
570 Antikdrper befinden sich zur Zeit in Kklinischer Unter-
suchung und jedes Jahr erhélt eine niedrig zweistellige
Zahl von Antikdrpern die Zulassung durch die European
Medicines Agency (EMA)25. Glicklicherweise storen
die wenigsten von ihnen die blutgruppenserologischen
Untersuchungen. AuBer Daratumumab ist bisher nur
ein zweiter Antikorper mit diesen Eigenschaften aufge-
fallen: HU5F9-G4, ein monoklonaler Antikérper der Sub-
klasse IgG,, der gegen das Oberflachenmerkmal CD47
gerichtet ist26. Die US-amerikanischen Zentren, in denen
die ersten Studien durch geflhrt wurden, berichteten
Uber massive Storungen der blutgruppenserologischen
Untersuchungen.2” Anti-CD47 stort nicht nur den indirek-

ten Coombs-Test sondern auch die Blutgruppenbestim-
mung durch falsch positive Agglutinationen sowohl bei
der Untersuchung der Erythrozyten (z.B. bei der Bestim-
mung der ABO-Blutgruppe oder der Rh-Merkmale) als
auch bei der Untersuchung des Patientenplasmas bei der
Bestimmung der Serumeigenschaften und im Coombs-
Test. Die Vorbehandlung der Testzellen mit Enzymen wie
Papain, Ficin, Trypsin, Chymotrypsin oder DTT brachte
keine Abhilfe. Es wurde beschrieben, dass das Antiglo-
bulinserum von Immucor® kein IgG, erkennt und daher
mit diesem Antiserum der indirekte Coombs-Test nega-
tiv ausfalle. Es bleibt abzuwarten, wie sich die Antiglobu-
linseren der Kartenhersteller verhalten werden, aber mog-
licherweise werden Patientenproben mit Anti-CD47 den
bereits totgeglaubten Réhrchentest wiederbeleben. Zum
jetzigen Zeitpunkt wird Anti-CD47 in Europa nur in zwei
Studien in GroBbritannien untersucht.
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