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Type antistof en targets 

 

Daratumumab: volledig humaan IgG1, CD38, multipel myeloom, 2015/2016 
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werkingsmechanismen 

• Complement mediated cytotoxicity (CMC) 

• Antibody dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC) 

• Antibody dependent phagocytosis 

• Inductie apoptose 

• Receptor blocking 

• Cross-priming tumorantigenen:                    inductie CTL en 

anti-tumor antistoffen 

• Labeling antistoffen 

 



Consequenties voor diagnostiek 

Niels W. C. J. van de Donk et al. Blood 2016;127:681-695 



Daratumumab maskeert de detectie van CD38 met 

commercieel verkrijgbare antistoffen. 

Niels W. C. J. van de Donk et al. Blood 2016;127:681-695 



Consequenties voor flowcytometrie: 

afscherming (masking) 

Cytognos 

Therapeutische antistof en flowcytometrie 

antistof binden aan hetzelfde epitoop 



Consequenties voor flowcytometrie: 

afscherming (shielding) 

cytognos 



Standard protocol 

Genmab protocol 

HuMax003 

After Dara 



Vs38c protocol 

Cytognos MM 

MRD 

CD38 multi-

epitope  Met dank aan Nina Wissing-Blokland  

After Dara 



Conclusie 

• Antistof therapie kan interfereren met de diagnostische test 

(serologie of flowcytometrie) 

• Voor aantonen van restziekte met behulp van flowcytometrie is het 

essentieel om uit te sluiten of een negatief resultaat wellicht wordt 

veroorzaakt door het maskeren van je antistof target 

• Als dit is uitgesloten, hoeft een negatief resultaat niet te betekenen 

dat er geen restziekte meer is. Tumorcel kan het targetantigeen 

hebben ge-downreguleerd of op andere wijze kwijt zijn geraakt (bv 

trogocytose).  



Met dank aan: 

• Met dank aan medewerkers van het lab Celdiagnostiek LTI  

• Met dank aan: 

– María Ochoa González, Cytognos  

– Patrick van der Meijden, Emelca Bioscience  



 



Naast maskeren van CD38 kan CD38 ook down 

gereguleerd worden.  

• Consequentie antistof therapie therapie 

• Resistentie (complement regulerende eiwitten) 

• Downregulatie target molecuul (vb CD20) 

• Trogocytose; target cells evade opsonization when immune effector cells may 

evade opsonization by internalization of Ag/Ab/FcgRIIB 

• Verhoogde effectiviteit in combinaties met andere stoffen; bv signalering via IL-2 

signalering of TNF-a signalering + lenalidomide   (andere antistoffen, 

chemotherapie, groeifactoren)  

 



 



8-kleur MFC 

Ned Tijdschrift voor Hemat. 4:146-158, 2011 

κ λ 



1 x 106 cellen meten 

Analyse PC compartiment in normaal beenmerg 

 



CD19/CD56 distributie op normale PC 

κ/λ = 2,3 

κ/λ = 2,1 

κ/λ = 2,9 

κ/λ = 3,1 



Voorbeeld myeloom 



Conclusie: klonaal kappa+CD19-CD56+CD45- 
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• Mechanismen 

– CDC 

– ADCC 

– Signaling mediated Apoptosis 

– Non-apoptotic cell death via actin dependent lysosomal pathway (type II 

anti-CD20) 

– ADCC en CDC (anti-CD20) indirectly contributes tot tumor destruction  by 

cross-priming antigen-presenting cells (APC). Tumor peptides are 

presented telefonisch overleg CD8 and CD4 T cellen; CTL and Ab 

– Antilichaam gemedieerde fagocytosis 

– Ligand blockade (EGFR blocks ligand binding and receptor dimerization) 

• IgG1 (FcRI – III) ADCC en CDC 

• IgG2 (FcRII) wel ADCC geen CDC 

• IgG3 (FcRI - III) wel ADCC en CDC 

• IgG4 (FcRI) geen ADCC, geen CDC 



• Consequentie antistof therapie voor flowcytometrische diagnostiek 

 



Management of interference of daratumumab with SPEP and IFE assays by using DIRA. (A) 

Schematic representation of DIRA for a DIRA-positive (left) and DIRA-negative case (right).  

Niels W. C. J. van de Donk et al. Blood 2016;127:681-695 

©2016 by American Society of Hematology 



Interferentie van therapeutische antistoffen met 

laboratorium assays  

• Respons evaluatie 

– Plasmacel analyse met multiparamter flowcytometrie 

– M-proteine analyse in serum 

• Kruisproeven tbv bloedtransfusies  



Tragocytosis als een mechanisme voor 

verlaagde CD38 expressie op plasmacellen 

Krejcik et al. Clin Cancer Res. 2017 











Standard protocol 

Vs38c protocol 

Genmab protocol 

Cytognos MM MRD 

CD38 multi-epitope  

Daratumumab 



 



Antistof therapie 

• Januari 2017: 68 door FDA goedgekeurde therapeutische monoklonale 

antistoffen  

• Targets 

– membraangebonden moleculen, cytokinen, cytokine receptoren etc 

• Muronomab-CD3: OKT3 (muis) in 1986 

• Rituximab: CD20 (chimeer IgG1) 



werkingsmechanismes 

• Antigeen bindende deel + Fc deel (effector functie) 

– Fc deel: half waarde tijd, functie 

• Inhibitie van binding van een signaalstof aan zijn receptor (epidermale groei 

factor receptor. Remming signalering 

• Inductie apoptose 

• CDC 

• ADCC 

• ADPh 

• Combinatie van mechanismen 
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immunoglobulin 



Nieuwe IMWG respons criteria  

• Belang van flowcytometrie bij MM wordt belangrijker 

• Serologie:  

– CR = afwezigheid van M-proteine bepaald met immunofixatie en <5 

% PC in het BM (morfologie/immuunhistochemie) 

– sCR = als CR + normale sFLC ratio (IMWG vereist afwezigheid 

monoklonale PC in beenmerg (immuunhistochemie) 

• IR (immunophenotypic response) = geen monoklonale PC aantoonbaar 

in BM (10-4 – 10-5) aangetoond met MFC 
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