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Daratumumab®: 
 

ανθρώπινο µονοκλωνικό αντίσωµα. 
 
 
 
 
 

 

Δεσµεύει την πρωτεΐνη CD38, 
 

που εκφράζεται σε χαµηλά επίπεδα στα ερυθρά αιµοσφαίρια. 
 

 

Αποτέλεσµα: 
 

1. Θετική έµµεση Coombs. 
 

2. Θετικό Screening – Panel µε εικόνα παν-συγκολλητίνης.  

3. Θετική δοκιµασία συµβατότητας. 
 
 
 
 
 

 

Το Daratumumab® δεν έχει επίδραση 
 

στην ταυτοποίηση των αντιγόνων ΑΒΟ/ Rh.  
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Το Daratumumab® οδηγεί σε θετική έµµεση δοκιµασία 

αντισφαιρίνης, και το αποτέλεσµα αυτό µπορεί να 

εµφανιστεί έως 6 µήνες µετά την τελευταία δόση. 
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Για να µετριαστεί η επίδραση του φαρµάκου και να ξεπεραστεί 

το πρόβληµα της ασυµβατότητας, έχει αναπτυχθεί µία 

 

Μέθοδος κατεργασίας των ερυθρών µε 

διθειοθρεϊτόλη (DTT) 
 
 
 
 
 
 

 

το DTT καταστρέφει τη δοµή της CD38 
 

Διασπώνται έτσι 
 

οι δεσµοί µε το                               Καθίσταται δυνατή 

Daratumumab®
 

 
 
 
 

 

• Πραγµατοποίηση της διασταύρωσης. 
 

• Έλεγχος των αντισωµάτων του ασθενούς (Screening – Panel).  

• Ταυτοποίηση του φαινοτύπου των ερυθρών του ασθενούς. 
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Κατεργασία των αντιδραστηρίων RBC µε DTT ή µε 

τοπικά επικυρωµένες µεθόδους.  
 
 
 
 
 
 

 

RBC µε ακέραια DTT Η δοµή της CD38 

τη δοµή της καταστρέφεται 

CD38  
 
 
 
 
 
 

 
RBC Ορός To 

Coombs Όχι Αξιόπιστη Μετάγγιση µε κατεργασµένα ασθενούς που Daratumumab® 

µε DTT περιέχει δεν δεσµεύει αντιδραστήριο συγκόλληση ΙΑΤ Κ-αρνητικό 
 

Μεσολαβούµενη 
 

αίµα  Daratumumab® την CD38   
  

στα RBC 
 από το   

   

Daratumumab® 
  

      

 DTT=διθειοθρεΐτόλη, IAT = έµµεση δοκιµασία αντισφαιρίνης, RBC = ερυθρά αιµοσφαίρια 

 

Τα RBC υφίστανται κατεργασία µε διθειοθρεϊτόλη (DTT), ώστε να διασπαστούν οι δεσµοί µε 

το Daratumumab®, και έτσι καθίσταται δυνατή η πραγµατοποίηση του ελέγχου 

αντισωµάτων ή της διασταύρωσης. Μπορείτε να βρείτε το πρωτόκολλο στη δηµοσίευση 

των Chapuy et al. Μπορούν επίσης να χρησιµοποιηθούν εναλλακτικές, τοπικά 

επικυρωµένες µέθοδοι. 

 
Πραγµατοποιείται ταυτοποίηση των παραγώγων αίµατος για µετάγγιση σε ασθενείς που 

έχουν λάβει θεραπεία µε Daratumumab®, µετά τη χρήση των RBC κατεργασµένων µε DTT1. 

 
 
 
1. International validation of a dithiothreitol (DTT)-based method to resolve the Daratumumab® interference with blood 

ompatibility testing TRANSFUSION Volume 56, December 2016. 

Chapuy et al, and the DARA-DTT Study Group* for the BEST Collaborative. 
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Το DTT καταστρέφει τα αντιγόνα του συστήματος Kell 
 

οι ασθενείς πρέπει να µεταγγίζονται µε ερυθρά Kell αρνητικά, 

εκτός αν ο ασθενής είναι Kell θετικός. 

 

Μέχρι σήµερα, δεν έχει παρατηρηθεί 
 

• κλινικά σηµαντική αιµόλυση σε ασθενείς που λαµβάνουν 

θεραπεία µε Daratumumab®. 
 
• δεν έχουν σηµειωθεί αντιδράσεις σε ασθενείς που χρειάζονται 

µετάγγιση. 
 
 

 

Στην ανακοίνωση:  

International validation of a dithiothreitol (DTT)-based method to resolve 

the Daratumumab® interference with blood compatibility testing 

TRANSFUSION Volume 56, December 2016. 
 
Chapuy et al, and the DARA-DTT Study Group* for the BEST Collaborative. 
 
 
 
 

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑ: 
 

Η µέθοδος DTT είναι ισχυρή και επαναλήψιµη και µπορεί να 

υλοποιηθεί στις υπηρεσίες Αιµοδοσίας σε όλο τον κόσµο 

και να βοηθήσει στην παροχή ασφαλών προϊόντων αίµατος 

σε ασθενείς που έλαβαν θεραπεία µε Daratumumab®. 
 
 
 
*Στην οµάδα µελέτης συµµετείχαν Αιµοδοσίες από όλο τον κόσµο. 
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Συµβατότητα µετά επώαση ερυθρών µε DTT. 
 
 
 

 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΣ 
 

Απαραίτητα υλικά για τη διασταύρωση 
 

•  Dithiothreitol (DTT) 
 

•  Phosphate Buffered saline (PBS), pH 7.3 

(Διαθέσιμο στο εμπόριο) 

•  Phosphate Buffered saline (PBS), pH 8.0  

•  Ερυθρά φιάλης 
 
• Ερυθρά ασθενούς, ως “AC” (αυτοκοντρόλ)  
• Ερυθρά Ε (+), είτε E+e+ είτε E+e- , ως θετικό κοντρόλ (+)  
• Ερυθρά Κ (+), είτε K+k+ είτε K+k-, ως αρνητικό κοντρόλ (0) 

•  Coombs Control Cells (Απαραίτητa μόνο για την μέθοδο 

σωληναρίου) 

 

Απαραίτητος εξοπλισµός 
 

• Επωαστήρας 37oC  

• Hood, πεχάµετρο 
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ΜΕΘΟΔΟΣ 
 

Παρασκευάζουµε DTT 0,2 Μ ως εξής: 
 
 

 

Διαλύουµε 
 

1gr DTT σε 32ml PBS pH 8.0 * 
 

κάτω από Hood, µε τη βοήθεια Βιολόγου ή Βιοχηµικού. 
 

 

Ανακατεύουµε καλά 
 

Μοιράζουμε το διάλυμα σε πλαστικά φιαλίδια µε πώµα 

(aliquots), βάζοντας περίπου 10 σταγόνες σε κάθε φιαλίδιο. 
 

Φυλάσσουμε τα φιαλίδια σε θερμοκρασία ≤ -18οC. 
 
 
 
 
 

 

* Μπορούµε να παρασκευάσουµε PBS pH 8.0, εάν 
χρησιµοποιήσουµε µία ποσότητα (πχ 100ml) PBS pH 7.3 και 
προσθέσουµε µε την βοήθεια πεχαµέτρου διάλυµα Α(Na2 HPO4) 
ώστε να γίνει πιό βασικό (AABB TECHNICAL MANUAL, METHOD 
1-7. “Preparing and using Phosphate Buffer”) 
  

   
 
 
 
 

1 
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ΣΥΜΒΑΤΟΤΗΤΑ 
 

Μέθοδος σωληναρίου 
 
 
 
 

• Σηµαίνουµε τρεις σειρές σωληναρίων µε τον αριθµό  
της ή των φιαλών που θέλουµε να διασταυρώσουµε, 

“AC”, “+” και “0“, όπως περιγράφεται ανωτέρω και 

χρησιµοποιούµε αντίστοιχο αριθµό φιαλιδίων DTT 0,2 Μ. 

Εάν έχουµε παγωµένο DTT, το ξεπαγώνουµε σε 

θερµοκρασία δωµατίου. 

 

•Στην 1η σειρά βάζουµε ερυθρά της ή των φιαλών 
 

που θα διασταυρώσουµε, ερυθρά του ασθενούς 

(“AC”), ερυθρά Ε+ (“+”) και ερυθρά Κ+ (“0“). 

 

• Στη 2η σειρά κάνουµε εναιώρηµα των ερυθρών 3-5% σε Φ.Ο. 
 
 

• Στην 3η σειρά βάζουµε 2 σταγόνες (ή 100μl) από κάθε 

εναιώρηµα στο αντίστοιχο σωληνάριο. 
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• Πλένουµε τα ερυθρά 4 φορές µε PBS pH 7.3  
και στραγγίζουµε καλά. 

  

• Προσθέτουµε σε κάθε σωληνάριο 
 

8 σταγόνες (ή 400μl) DTT 0,2 Μ. 

  

• Ανακατεύουµε καλά και επωάζουµε στους 37oC για  
30 λεπτά (Στη διάρκεια της επώασης ανακατεύουµε 3-

4 φορές). 

 

• Πλένουµε τα επωασµένα ερυθρά 4 φορές  

με PBS pH 7.3 και στραγγίζουµε καλά. 
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Σ’ αυτό το σηµείο είναι απαραίτητο να γίνει : 
 

 

Test Control 
 

Ελέγχουµε τα επωασµένα ερυθρά Ε και Kell 

θετικά. 
 

(Χρησιµοποιούµε ερυθρά Screening ή Panel ή ερυθρά αιµοδότη) 
 
 

• σε κάρτα φαινοτύπου Rhesus-kell ή στο σωληνάριο. 
 

 

Πρέπει 
 

• τα ερυθρά Ε παραµένουν Θετικά.  

• τα ερυθρά kell αρνητικοποιούνται. 
 

13 
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Test Control σε κάρτα φαινοτύπου Rhesus  
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ΣΥΜΒΑΤΟΤΗΤΑ 
 

Μέθοδος σωληναρίου (συνέχεια) 
 

• Προσθέτουµε  
σε κάθε σωληνάριο µε τα επωασµένα ερυθρά των 

φιαλών και του ασθενούς 2 σταγόνες πλάσµατος 

ασθενούς και ανακατεύουµε καλά.** 
 

• Επωάζουµε στους 37οC για 15 λεπτά. 
 

• Πλένουµε όλα τα σωληνάρια 3 φορές µε Φ.Ο. 
 

• Προσθέτουµε 1-2 σταγόνες αντισφαιρινικό ορό 
 

Ανακατεύουµε καλά.  

•     Φυγοκεντρούµε για 1 λεπτό και εξετάζουµε για       

συγκολλήσεις (µόνο µακροσκοπικά), καθώς και για 

αιµόλυση. 

 

• Σε όλα τα αρνητικά σωληνάρια προσθέτουµε 
 

1 σταγόνα Coombs Control Cells.  

• Ανακατεύουµε και φυγοκεντρούµε 1 λεπτό 

• Εξετάζουµε για συγκολλήσεις. 
 

(Η απουσία συγκολλήσεων σε αυτό το στάδιο «ακυρώνει» τη 

διαδικασία. Αυτά τα σωληνάρια πρέπει να επαναληφθούν). 
 

** Σε µια δηµοσίευση στο TRANSFUSION, τον Ιούνιο 2015, από το ίδιο κέντρο 
Volume 55, June 2015 TRANSFUSION. 
Blood Bank, Department of Pathology, Brigmhamand Women’s 
Hospital, Boston, Massachusetts. 

Τα επωασµένα µε DTT και πλυµένα µε PBS pH 7.3 ερυθρά δοκιµάσθηκαν µε 

όλες τις µεθόδους που χρησιµοποιούν οι Αιµοδοσίες, συµπεριλαµβανοµένης 

της µεθόδου στερεάς φάσης (solid-phase) σε αυτόµατο αναλυτή, και ήταν 

όλες αποτελεσµατικές.  
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Στην ανακοίνωση: 

International validation of a dithiothreitol (DTT)-based method to resolve 

the Daratumumab® interference with blood compatibility testing 

TRANSFUSION Volume 56, December 2016. 

 

Παρουσιάστηκαν τα αποτελέσματα της κατωτέρω μελέτης: 

 

Εστάλησαν σε 25 Αιµοδοσίες 2 διαφορετικά 

δείγµατα  

 

1ο δείγµα: εµπλουτίστηκε µόνο µε Daratumumab® 
 

2ο δείγµα: µε Daratumumab® και µε ένα κλινικά σηµαντικό 

αντίσωµα anti-D (n= 6), anti-Fya (n= 9) anti-s (n= 10) 
 

Οι οδηγίες ήταν να εφαρµόσουν: 

 

• το Screening µε ερυθρά επωασµένα και µη 

επωασµένα µε DTT. 
 

 

• το Panel µόνο µε επωασµένα ερυθρά. 
 

 

Αποδείχτηκε ότι, όλες οι Αιµοδοσίες µε όλες τις διαφορετικές 

µεθόδους που χρησιµοποιούν (κάρτες µικροστηλών 

συγκόλλησης, σωληνάριο ή στερεά φάση) αναγνώρισαν 

το άγνωστο σ’αυτούς αντίσωµα, παρά την παρουσία του 

Daratumumab®.  
 

Αυτό επιβεβαιώνει ότι και η δοκιμασία συμβατότητας μπορεί 

να πραγματοποιηθεί με όλες τις διαφορετικές μεθόδους.  
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ΣΥΜΒΑΤΟΤΗΤΑ 
 

Άλλη µέθοδος 
 
 
 
 

• Πλένουµε τα ερυθρά µε PBS pH 7.3, επωάζουµε µε DTT, 

και πλένουµε εκ νέου, όπως ακριβώς για τη µέθοδο 

σωληναρίου. 

 

• Κάνουµε το Test Control 
 
 

• Συνεχίζουµε, χρησιµοποιώντας τα επωασµένα και πλυµένα 

ερυθρά* όπως ακριβώς χρησιµοποιούνται µε τη µέθοδο 

συµβατότητας του κάθε εργαστηρίου (κάρτα µικροστηλών 

συγκόλλησης ή σωληνάριο ή αυτόµατο αναλυτή) 
 
 
 
 
 
 
 

*     Π.χ. Για την κάρτα μικροστηλών : 

➢ Κάνουμε εναιώρημα ερυθρών προσθέτοντας σταγόνα - σταγόνα 

διάλυμα Liss ή Φ.Ο. (ανάλογα με τη μέθοδο) 

➢ Βάζουμε στην κάρτα 50μl εναιωρήματος και 25μl ορό ασθενούς. 

➢ Επωάζουμε  

➢ Φυγοκεντρούμε  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 
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Θετικοποίηση της άµεσης Coombs.  

Άµεση Coombs µε δείγµα αµέσως πριν την λήψη 

Daratumumab® και µετά το τέλος της χορήγησής του. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Screening µε ορό µετά και πριν την έναρξη 

του Daratumumab®. 
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Ορολογική ταυτοποίηση αντιγονικού φαινοτύπου 

ερυθρών σε ασθενή µε θετική άµεση Coombs 
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 Ορολογική ταυτοποίηση αντιγονικού 

φαινοτύπου ερυθρών σε ασθενή µε θετική 

άµεση Coombs (Συνέχεια) 
 
 

 
 
 

Προσοχή!  
Η θετικότητα στα συστήματα Ss και Fya και Fyb 

μπορεί να οφείλεται στην θετική άμεση Coombs. 
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Συµβατότητα 2 φιαλών µε ορό 
 

πριν και µετά τη λήψη Daratumumab®.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Συµβατότητα των ίδιων φιαλών πριν και µετά την 

επώαση των ερυθρών µε DTT. 
 
 
 

28
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Συµβατότητα µε κάρτα γέλης 
 

άλλης κατασκευάστριας εταιρείας πριν και µετά την  

επώαση των ερυθρών µε DTT.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 2 3 

1 2 3 
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Συµβατότητα µε κάρτα γέλης 
 

άλλης κατασκευάστριας εταιρείας πριν και µετά την  

επώαση των ερυθρών µε DTT.  
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ΚΑΤΕΥΘΥΝΤΗΡΙΕΣ ΟΔΗΓΙΕΣ 
 
 

 

1. 
 

Προµήθεια και Παρασκευή των απαραίτητων υλικών 

Προµήθεια:    DTT σε σκόνη 1gr  
 

Phosphate Buffered saline (PBS), pH 7.3 

(διαθέσιμα στο εμπόριο)  

Παρασκευή : Phosphate - Buffered saline (PBS), pH 8.0 * 
 

DTT 0,2 Μ (σελ. 12) 
 

2. 
 

Διενέργεια Test Control µε ερυθρά Ε (+) και Kell (+) πριν και µετά 

την επώαση µε DTT (επιβεβαίωση της λειτουργικότητας 
 

του DTT 0, 2 Μ ) 
 
 
 

 

* Μπορούµε να παρασκευάσουµε PBS pH 8.0, εάν χρησιµοποιήσουµε µία ποσότητα 

(πχ 100ml) PBS pH 7.3 και προσθέσουµε µε την βοήθεια πεχαµέτρου διάλυµα Α (Na2 

HPO4 ) ώστε να γίνει πιό βασικό. ( AABB TECHNICAL MANUAL METHOD 1-7. “Preparing 

and using Phosphate Buffer”) 
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ΠΡΟΣΟΧΗ! 
 

Το τέστ control πρέπει να γίνεται σε κάρτα φαινοτύπου 

Rhesus και όχι σε κάρτα γέλης Liss-Coombs. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ΣΩΣΤΟ τέστ control  
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3. 
 

Διενέργεια άµεσης και έµµεσης Coombs, Screening και  
ορολογική ή µοριακή ταυτοποίηση του φαινοτύπου ερυθρών 

του ασθενούς, πριν τη λήψη Daratumumab® ( Συνεργασία 

Αιµοδοσίας µε θεράποντες γιατρούς).  

 

Έµµεση Coombs θετική → περαιτέρω διερεύνηση και 

ταυτοποίηση του ή των υπεύθυνων αλλοαντισωµάτων. 
 

4. 
 

Διενέργεια συµβατότητας µε ορό ασθενούς υπό θεραπεία µε  
Daratumumab® πριν χρειαστεί µετάγγιση  
(επιβεβαίωση της λειτουργικότητας της µεθόδου). 
 

5. 
 

Εάν έχουµε αρνητική έµµεση Coombs και αρνητικό Screening και 

χρειαστεί µετάγγιση, εναλλακτικά:  
α. Διασταυρώνουµε ερυθρά µε ορό του ασθενούς πριν τη λήψη 

του φαρμάκου (εάν ο ασθενής δεν έχει µεταγγιστεί το προηγούµενο 

χρονικό διάστηµα ≈ 3 µηνών) ή  
β. Διασταυρώνουµε πολλές µονάδες ερυθρών µε ορό µετά τη 

λήψη (µε τη συµβατική µέθοδο του κάθε εργαστηρίου), γιατί 

δυνητικά κάποια-ες απ’ αυτές μπορεί να είναι συµβατή-ές. 

 

Πιθανή εξήγηση : Η πρωτεΐνη CD38 εκφράζεται σε χαµηλά επίπεδα 

στα ερυθρά αιµοσφαίρια και η ποσοτική της έκφραση διαφέρει 

από αιµοδότη σε αιµοδότη, ίσως λόγω των υποπληθυσµών των 

ερυθρών που εκφράζουν σε διαφορετικό βαθµό το CD38. 
 
 
 
 
 

 

 

 

Φ
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Συµβατότητα 3 φιαλών µε ορό πριν και µετά την έναρξη 

Daratumumab®. 
 
Η συµβατότητα µπορεί να δώσει διαφορετική ασυµβατότητα ή/και συµβατό αίµα.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Η εικόνα διαφέρει από ασθενή σε ασθενή, ή στον ίδιο ασθενή 

για διαφορετικές φιάλες ή διαφορετικές κάρτες γέλης. 
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6. 
 

Εάν µε τη συµβατική µέθοδο διασταύρωσης 

πολλών διαφορετικών μονάδων δεν µπορούµε 

να βρούµε συµβατές µονάδες, προχωρούµε 

στην συµβατότητα µετά επώαση µε DTT. 
 

 

7. 
 

Σε πολυµεταγγιζόµενους ασθενείς πρέπει να 

κάνουµε σε τακτά χρονικά διαστήµατα  

 

έµµεση Coombs ή Screening, µετά επώαση των 

ερυθρών του Screening με DTT, και 

 
 

εάν είναι θετικό → περαιτέρω διερεύνηση για 

ταυτοποίηση του αλλοαντισώµατος. 
 

 

8. 
 

Σε κάθε περίπτωση µεταγγίζουµε όλους τους 

ασθενείς µε ερυθρά συµβατά µε το φαινότυπο 

Rhesus και kell αρνητικά, εκτός εάν ο ασθενής 

είναι kell θετικός. 
 

 

Καλό είναι να καταγράφουµε όλες οι Αιµοδοσίες 

τις παρατηρήσεις µας και τις όποιες απορίες 

µας, έτσι ώστε να υπάρχει ανταλλαγή 

πληροφοριών που θα βοηθήσουν το έργο µας. 
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