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Vércsoport antigének, antitestek — természetes, irregularis
Antigén-antitest reakciok in vivo, in vitro — agglutinacio
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* A ver folyekony kotoszovet, mely:
* Biztositja a sejtjek szamara a tapanyagot, oxigént, energiat
 Elszallitja a salakanyagot
» Tartalmazza az immunrendszer €s a hemosztazis elemeit

« Sejtes alkotoi a véerplazmaban helyezkednek el
(+szerves es szervetlen anyagok)
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A veralkotok
Sejtes elemek (45%)
Vorosvertestek Fehérvérsejtek Vérlemezkék
(vvt) (fvs) (thrombocyta - thr)
4-5 millié/ul 4-10 ezer/pl 150-400 ezer/pl

Bikonkav korongok

Voros csontvelében
2,4 millié/sec
képzodik
Erés 7 nap

Elettartam: 120 nap
(lebomlas: lép, maj)

Eltéré mukodés és
alak

Granuocitak,
monocitak,
limfocitak

Elettartamuk valtozo

Lencse alakuak

Véralvadasban
vesznek részt

Elettartam: 9-11 nap

vAg
AA

Vérplazma
(55%)

90% viz
10% ionok és
szerves anyagok

Na2+, K+, Ca2+,
Cl-, HCO3-

Glukoz,
aminosavak,
karbamid, hugysav

Plazmafehérjék:
albuminok,
globulinok,
fibrinogén



A transzfuzio

A transzfuzio szovetatultetés
Veralkoto elemeket juttatunk a recipiens keringesebe
Komponens terapia — csak a hianyzo reszt adjuk

Céel az oxigenszallitdo kapacitas helyreallitasa anaemia
eseten, vagy a keringo verterfogat és elvesztett sejtes
elemek potlasa verzeskor

A donor vvt antigeneket (fvs, thr) az immunrendszer
sejtjel felismerik
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Az Immunrendszer valasza

* Minden olyan molekula, amelyet az immunrendszer
idegenkent azonosit, antigénként viselkedik, és
Immunvalaszt valt ki

« Ceél a nem sajat anyagok eltavolitasa

« A sajattal szemben immunologiai tolerancia jon letre

* Megkulonboztetunk cellularis és humoralis, ll.
veleszuletett s szerzett immunitast

vAg
AA



Veleszuletett/természetes

MUNItAS Szerzett immunitas

Sziiletéskor mar ,miikodik” Eletiink soran tesziink ra szert

Monocitak/makrofagok, granulocitak,
dendritikus sejtek, NK sejtek, B és T limfocitak
komplement rendszer

Gyors valasz - 6rak Lassu valasz — érak, hetek

Nem szikséges az el6zetes talalkozas Termeészetes (fertézes, antigéninger)
a kérokozoéval vagy mesterséges uton (véddoltas)
szerzett védettseg
,We don't need no education” Pink Floyd

Az immunvalasz specifikus a
A patogén altal kivaltott valasz nem termel6dd antitestek réven,
specifikus, mindig ugyanugy zajlik le Idével az immunvalasz javul,
hatékonyabba valik

Kozos mechanizmusok a kérokozok, antigének eltavolitasara




Az Immunvalasz

« Befolyasolja:
* Bejutd antigenek mennyisege, minosege
* Az antigeninger gyakorisaga
* A recipiens immunrendszere

* Atranszfuzioloégiaban a humoralis immunvalasze a
fOszerep
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Alloimmunizacio

Alloimmunizacio:
az azonos fajon beluli (=allo-), idegen antigenekkel
szemben kialakulo immunvalasz

Az alloimmunizacio soran kialakuld antitesteket

osszefoglalo néven alloantitesteknek nevezzuk
(autoantitest a sajat antigen ellen termel6dik)

Transzfuzio vagy terhesseg kapcsan jon letre
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Idegen antigén !

Donor vvt

B-sejt

Plazmasejt
Nem feldolgozott antigén MEMORIASEJTEK

aktivalédas — plazmasejtek - ellenanyagok (IgG, IgM) és
memariasejtek kepzddnek



Ellenanyag kozvetitett effektor mechanizmusok (in
vivo antigén-antitest reakciok)

* Neutralizacio: a kepzodo antitestek semlegesitik az
antigéneket

 Komplement rendszer aktivalasa (intravasalis
hemolizis)

* Fagocitozis (extravasalis hemolizis)

 ADCC = antitest dependens cellularis citotoxicitas



Komplement rendszer

Veleszuletett iImmunitas része
C1-C9 enzim kaszkad

Az inaktiv enzimek 3 uton aktivaldodhatnak: klasszikus,
alternativ és lektin ut

Az antigen-antitest reakcidja a klasszikus utat aktivaljak
IgM, IgG1 és IgG3 aktivalhatjak a rendszert
C1g—— C6-C9= MAC (membran attack complex)

A MAC kilyukasztja a vvt membrant, intravasalis hemolizis
jon létre



Fagocitozis

» 1gG antitestek hozzak letre, melyek komplementet
nem aktivalnak, vagy csak C3b-ig

* Az immunkomplexek a monocita/makrofag rendszert
aktivaljak
» Afagocitozisra kepes sejtek eltavolitjak az

iImmunkomplexet a membranbol, vagy az egész sejt a
bekebelezeés aldozata lesz a lepben vagy a majban



ADCC

A celjsetek
felszinén lévd
antigénekhez

antitestek kotnek

Az NK sejt CD16
Fc receptora
felismeri a kotott
antitesteket

Degranulacié

A ceéelsejt
elpusztul

v




Primer immunizacio

Az antigennel torteno elso talalkozas

Az antigeningert kovetoen néhany nap mulva IgM
tipusu antitestek jelennek meg

Fehérje természetl antigenek eseten:

* |zotipus (nehézlanc) valtas: az IgM-et felvaltja az IgG

* Affinitaséres: egyre hatekonyabb antitestek keletkeznek,
ezaltal az immunvalasz gyorsabb és effektivebb lesz

vAg
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Primer immunizacio

« Szeénhidrat antigének esetében:
 Nincs izotipus valtas és affinitaséeres
» Kis affinitasu IgM antitestek kepzodnek

* Immunoldgiai memaoria minden esetben kialakul: a
memoriasejtek hosszu eletiek !!!

vAg
AA
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Vercsoport-szerologial
alapfogalmak



Vercsoport-szerologiai kompatibilitas

Kompatibilitas:
a donor vorosveérsejtjei a recipiens keringéseben normalis tulélest
mutatnak

Szerolbogiai kompatibilitas:
a recipiens savojaban nem mutathato ki ellenanyag a donor
vorosversejt antigénjei ellen

Cél: a hemolitikus transzfuzidés szovodmeény és —
amennyire lehetséges — az alloimmunizacié megelozéese
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AA



Vercsoport-szerologiai kompatibilitas

A kompatibilitasi vizsgalat elemei:

« Laboratoriumi vércsoport-meghatarozas,
ennek resze:
 ABO meghatarozas ketoldalas technikaval
* RhD meghatarozas

* Ellenanyagszurés — pozitiv ellenanyagszlrés esetén az
ellenanyag azonositasa, sz.e. tovabbi vizsgalatok

* DAT vizsgalat
« Laboratoriumi keresztproba

vAg
A



Vercsoport antigenek

* Avorosversejt felszinének orokletes tulajdonsagal
« felfedezésuket specifikus alloantitestek megjelenese ,segitette”

* Ezen tulajdonsagok nem csak a vvt felszinén
jelenhetnek meg (fvs, thr, testi sejtek, szekretumok)

» Vercsoportrendszerek:

« 36 rendszer, a rendszerezes genetikai alapu (ISBT: International
Society of Blood Transfusion)

* http://www.isbtweb.org/working-parties/red-cell-immunogenetics-and-
blood-group-terminology/

vvt=vorosversejt, fvs=fehérvérsejt, thr=trombocita
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Ellenanyagok

Az antitestek immunglobulinok

5 osztaly: IgA, IgD, IgE, IgG, IgM

Fiziologias sOs kozegben a komplett antitestek
agglutinalnak — IgM

Az IgG tipusuak kotodnek az antigenhez, de nem
agglutinalnak, inkomplett antitestek

A transzfuzioldégiaban reqularis é€s irregularis
antitesteket kulonboztetunk meg




IgG tipusu (un. irregularis) antitest

» Az ellenanyag készlet 75 %-a
* 4 alosztaly

vAg
AA

Immunoglobulin G Fc - Receptor kitdhely
COOH

CH3 -~ Domain
diszulfid hid

CH2 ~ Domain

szénhidratok

CL - Domain

Cy1 - Domain konnyi lanc

VL - Domain

nehéz lanc

VH -~ Domain
kapocs régid NH,

* IgG1 és IgG3 komplementet aktival L _I
Fab - antigé kOtohely

* 2 nehéz, 2 konnyd lanc
« Szekunder immunvalasz

* Indirekt agglutinacio jellemzi

» Meleg tipusu antitest, reakciohéje 37 °C

- Atjut a placentan



IgM tipusu antitest

« Komplett antitest
* Direkt agglutinin
" + Az immunglobinok 10 %-a
{ * « Pentamer szerkezetl
! » Korai immunvalaszban termel6dik
’ « Komplementet aktival
» Hideg tipusu antitest, reakciohé 4 °C
- de az anti-A, anti-B antitest
37 °C-on is aktiv!

vAg
ATA






Complete Antibody (IgM)

N

‘)K ‘ Incomplete Antibody (lgG)
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Vercsoport-szerologiai vizsgalatok

Antigeén (sejt felszinen) és antitest (savoban)
reakciojan alapulnak

In vitro antigen es antitest reakcio eredmeényezhet:
* Agglutinaciot

* Hemolizist

» Abszorpciot

 Eluciot



Agglutinacio

Erythrocytes with Antibody against - Binding to erythrocytes
antigen "blue" antigen "blue" - Agglutination of erythrocytes
- Eventually complement
activaton

Specifikus fazis: a specifikus
antigen-antitest kotodes
megtortéenik

Aspecifikus fazis: az
Immunkomplexek makroszkopos
terracsba rendez6dnek, ez
altalaban szemmel lathatd

. i S~
reakciot eredmeényez g

\
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Direkt agglutinacio

.{gg ‘ | Vvt

& Antigen |

Térracs jon léetre
) , IgM (Immunoglobulin M
A vvt-k 0sszecsapzodnak (agglutinalédnak), gM ( Lnaglobil )
ez szemmel lathato reakciot eredmenyez =
agglutinacio



vAg
AA

Indirekt agglutinacio

# Antigen

Segédantitest = anti-
human globulin =
Coombs reagens

IgG (Immunoglobulin G)

Antigén-antitest kotédés megtortenik, de ahhoz, hogy kialakuljon a racsszerkezet, és szemmel
lathato reakciot kapjunk, egy segédantitestre/specialis kozegre van szukség.



Inkomplett antitestek (IgG) kimutatasara
alkalmas kozegek/technikak

(alacsony ionerossegu kozeg): noveli a
sejtfelszint, csokkenti az elektromos kettos reteget a
vvt-k kozott, kozelebb hozza a sejteket, gyorsitja az
antitestek kotodeset

Proteolitikus enzimek (papain, bromelin): csokkentik a
sejtfelszin negativ tolteset, egyes antigeneket

szabadda tesznek (Rh, Kidd), masokat elroncsolnak
(MNS, Duffy)

(direkt, indirekt): anti-hnuman-
globulint alkalmazunk az antigén-antitest kotodes
Kimutatasara



Direkt és indirekt Coombs technika

« DAT= direkt antiglobulint teszt vagy direkt Coombs
teszt: a vvt-k antitest eés/vagy komplement
fedettseégenek kimutatasa

* |AT= indirekt antiglobulin teszt vagy indirekt Coombs
teszt: a savo inkomplett antitestjeinek (IgG) kimutatasa
(ellenanyagszures, ellenanyag azonositas,
laboratoriumi keresztproba)



Blood sample from a patient with
immune mediated haemolytic anaemia:
antibodies are shown attached to
antigens on the RBC surface.

A

i
v

Recipient's serum
is obtained,
containing
antibodies (Ig's).

%%

Positive test result

The patient's washed RBCs agglutinate: antihuman
RBCs are incubated with antibodies form links between
antihuman antibodies RBCs by binding to the human

(Coombs reagent). antibodies on the RBCs.

Donor's blood sample is Recipient's Ig's that target Anti-human Ig's

added to the tube with the donor's red blood cells (Coombs antibodies)

serum. form antibody-antigen are added to the
complexes. solution.

Legend

Antigens on the
red blood cell's
surface

Y Human anti-RBC
antibody

Antihuman
antibody
(Coombs reagent)

<

Py Positive test result

Agglutination of red blood
cells occurs, because
human Ig's are attached to
red blood cells.
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Coombs reagens

* Anti-human-globulint (AHG) tartalmaz:
* anti-lgG+C3d

* Un. segedantitest, amely az irregularis antitestek, ill.
komplementek ellen iranyul

« Kulonfele gyartok, hasznalati utasitas, tarolasi elGiras, lejara
LOT szam

A teszt elméleti alapja Moreschi nevéhez (1908) fiz8dik, de Coombs és
munkatarsai alkalmaztak el6szor a gyakorlatban 1945-ben (nyulakba oltott

hl;mén eredetl immunglobulint, mely heteroantitest (AHG) termelését valtotta
Ki



Direkt Antiglobulin teszt (DAT) vagy
Direct Coombs (DC) vizsgalat

« A vvt-k fedettek-e antitesttel
és/vagy komplementtel

. * Ha igen: a fedett vvt-k kevesebb
e ideig élnek tul a keringésben
(extravasalis hemolizis)
» Pozitiv reakcio ertékelése: 1+ -t0l a
4+ er0sseqig

e e Vo] ;S
w————-——-—'-f bAd
< >
£
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Vercsoport-szerologiai kompatibilitas

A kompatibilitasi vizsgalat elemei:
« Laboratoriumi vércsoport-meghatarozas,
ennek része:
 ABO meghatarozas ketoldalas technikaval

* RhD meghatarozas

* Ellenanyagszurés — pozitiv ellenanyagszlrés esetén az
ellenanyag azonositasa, sz.e. tovabbi vizsgalatok

/DAT vizsgalat



Ellenanyagszurés

Célja a plazmaban |évé irregularis antitestek

Kimutatasa — a legtobb IgG tipusu
* Mivel IgG tipusuak, nem kepesek direkt agglutinaciora, csak indirektre
« Specialis kozegek segitik a kimutatast LISS és enzimek

Indirekt Coombs technika alkalmazasa

vAg
PR



Ellenanyagszurés

« (Gélkartyan, oszlopagglutinacios technikaval végezzuk
« 2 kozegben: LISS/Coombs és enzim kozeg

* Mindket kozegben 3 — 3, ismert antigen tulajdonsagu,
0-as teszt vorosversejtekkel dolgozunk




Ellenanyagszurés gélkartyan

1. 50 pl teszt vvt + 25 ul beteg
plazma

Antigén tulsuly

15 min inkubacio 37 °C-on
Centrifugalas

Ertékelés

RN

Enzim kozeg: negativ eredményl  LISS/Coombs kbzeg: pozitiv eredményi

https://www.youtube.com/watch?v=0kiKBj7\WKP4



Ellenanyag azonositas

* Poazitiv ellenanyagszures eseten

* 11 tagu, O-s fenotipusu teszt vvt tortenik — a sejtek
antigén tulajdonsaga ismert, bizonyos tulajdonsagban
megegyeznek, masban eltérnek

« (Geélkartyan — oszlopagglutinacios technikaval
(mikromodszer), de csoves technikaval is torténhet
(makromodszer)

« Szintén 2 kozegben — LISS/Coombs és enzim



Ellenanyag azonositas— Liss/Coombs
kOzeg




Ellenanyag azonositas— enzimkezelt
kOzeg

Minden teszt vvt-vel negativ reakcio lathato.
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Ellenanyag azonositas

Az azonositott antitest lehet allo- vagy autoantitest

* Ennek érdekében elvégezzik a beteg fenotipusanak meghatarozasat

« Leggyakrabban az Rh rendszerbeli antitesteket mutatjuk ki — Rh fenotipus
meghatarozas tortenik

Az antitest specifitasanak megfelelo antigénre negativ

verkészitmenyt kell biztositani a betegnek — szerologiai

Kompatibilitas!

Ha egy korabban azonositott antitest koncentracioja a
Kimutathatésagi szint ala csokken (ertsd negativ az
ellenanyagszires), a transzfuzios utasitas nem
valtoztathatd meg — memoariasejtek!

Irregularis antitest minden transzfuzié utan megjelenhet

Antitestek kimutathatosaga valtozo
» vannak évekig perzisztalo antitestek

« vannak olyanok, amik gyakran eltiinnek a keringésbdl: pl. Jk (Kidd) rendszer
antitestjei




Transzfuzios nyilvantartas

Az OVSz sajat, orszagos informatikai rendszert
mukodtet

* Donor es beteg adatok
* Vizsgalati eredmények
 Transzfuzios nyilvantartas donorra visszavezethet6en



Vercsoport-szerologiai kompatibilitas

A kompatibilitasi vizsgalat elemei:
« Laboratoriumi vércsoport-meghatarozas,
ennek része:
 ABO meghatarozas ketoldalas technikaval
* RhD meghatarozas

\/Ellenanyagsz(jrés — pozitiv ellenanyagszlrés esetén az
ellenanyag azonositasa, sz.e. tovabbi vizsgalatok

/DAT vizsgalat
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Vercsoport-szerologiai kompatibilitas

* Antigen kimutatasa: ismert antitestet tartalmazo
reagenssel

* pl.: ABO es Rh tulajdonsag meghatarozas (lasd
Szerologia I. és Il. gyakorlat)



