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Disclosure belangen spreker t.b.v. GAIA

(potentiéle) belangenverstrengeling Zie hieronder

Voor bijeenkomst mogelijk relevante relaties met Geen relaties met bedrijven

bedrijven
eSponsoring of onderzoeksgeld * n.V.t.
eHonorarium of andere (financiéle) vergoeding ° N.V.L
eAandeelhouder
. . e N.V.L
eAndere relatie, namelijk ...
e N.V.L

‘:', Maastricht UMC+



Pretransfusie onderzoek

(Richtlijn bloedtransfusie)

* ABO bloedgroep

* Rhesus-D bloedgroep

« Screening op Irregulaire antistoffen
« Compatibiliteitsonderzoek

‘jf Maastricht UMC+



Bepaling specificitelt

Uitsluiten
—Klinisch belangrijke allo-As. uitsluiten op homozygote cellen
—Uitzonderingen: anti-K, anti-C en anti-E onder anti-D.

Aantonen
—p-waarde < 0,01
—Ten minste 3 pos cellen ~
—Alle reacties verklaard N

Autocontrole & DAT!

‘\ff Maastricht UMC+
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Autocontrole
« Een indirecte antiglobulinetest (IAT) met
erytrocyten van de patiént, een reactieversterker en

; A plasma of serum van de patiént.

Plasma Voorbeeld uitvoering:

(55% van het totaal) .
— Maak een suspensie van 1%
erytrocyten van de patiént in LISS.

Leukocyten en trombocyten — Voeg 50 ul 1% ery’s in LISS + 25 ul
(<1% van het totaal) .
plasma in een gel kolom.

Erytrocyten —15 minuten incuberen bij 37°C
(45%wan hettofagl) —10 minuten afdraaien
— Reactie beoordelen

‘jf Maastricht UMC+
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Directe antiglobuline test (DAT)

* Ery’s in vivo beladen met antistoffen en of
complement.

* Uitgevoerd met polyspecifiek antiglobulineserum
(anti-IgG + anti-C3d)

C3b
——e — IgG

L XY
. 7 A 4
Gesensibiliseerde AHG reactie
erytrocyten

‘{f Maastricht UMC+
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Directe antiglobuline test:

‘ Informatie over aanwezigheid van gebonden
IgG of complement dat in vivo aan de

Q‘PO erytrocyten van de patiént gebonden is.

. g 3 Bij HZFP verwacht je dat moededije
= antistoffen aan de kinderlijke erytrocyten
gebonden zin

Aanwezigheid en specificiteit van IgG
antistoffen wordt bevestigd door analyse van

eluaat

» Je werkt met plasma of

serum

‘jf Maastricht UMC+

Je werkt met erytrocyten

Geen sensibilisatie fase
Geen was stap.

Indirecte antiglobuline test

Standaard screening Indirecte antigiobuline test:
testerytrocyten met bloedgroep O Informatie over:
""“‘“"O ® (IgG) in het plasma
74 s @ -Na een eerste screening wordt
+i- O =e { de specificiteit van de
antistoffen met een groot panel
@ van testerytrocyten vastgesteid
*Bjj OA en OB antagonisme
worden leslerytrocyten mel
bloedgroep A en B getest
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Afbraakmechanisme in vivo

Intra vasculair
« Activatie Complementsysteem
Clt/m C9

(A, B, Jka, Jkb, Vel, I, IH)

Extra vasculair

. Milt (IgG)

. Lever (C3b) %

L", Maastricht UMC+
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Classical Pathway

Lectin Pathway

Ag-Ab complexes
and others (e.g. CRP)
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Copy night:
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Microbial surfaces (mannose)
and others (e.g. IgA)

Alternative Pathway

Spontaneous and
foreign surfaces, e.g. LPS

(C3}H70)

Factor B

l

an{,l C3(H20)B |

Factor D

C3(H20)Bb

Factor B

C3b

C5

/

Anaphylatoxin - — CPN

/ Factor D

roperdin / Factor |

== - Factor H
DAF
-"_y C3b3bBb. MCP
CR1

S Csb Terminal Membrane
C6+C7+C8+C9 |Attack Complex
Clustsrin CD&8
Vitronectin 8 Protein
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— Clq+ Clr+ Cls

Antgan ‘ — First complement protein l Ca?*
Antibody (1gG) -

- — Clqgr,s

/ ‘ ol C4\ o

L
C4b2a @ \C4a
/ v
C3 e C4b
= Com_plement cascade C2
lﬂlia.t%wl&@ route
C5 82 \ C2b
C5b ./ \O — C4b2a
C3 > C4b2a3b
ol l C5 convertase
swells o 2
and - adiiE irgertad i ol wall C3a
bursts
C5b,C6,C7,C8,C9
Lytische route
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Directe antiglobuline test positief
. Polyclonaal AHG
e anti-C3d +anti-IgG

—Uittypering
 anti-C3d
« anti-IgG
 anti-IgA

. ) Tl W W] s
» anti-igM | TTTT———

e anti-C3c

=) 0.1- 8.0% van gezonde populatie heeft pos DAT

=) Positieve DAT: in 25% van de gevallen: geen hemolyse/anemie
(_'(/ Maastricht UMC+
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|IgG subklasse bepalen
IgG1, 1gG2, IgG3, IgG4

Hemolytische activiteit
neemt als volgt af:
1gG3>1gG1>1gG2>1gG4

IgA bepaling

Dat negatief, toch verdenking
op AIHA.

C3d bepaling

Stabiel fragment van
Qf/ Maastricht UMC+ geinactiveerd C3b op ery’s




Positieve Directe Antiglobuline Test (DAT)

* Allo-antistoffen (actief/passief)

* Auto-antistoffen (warm/koud)

» Medicatie
—Membraan beschadiging (cephalosporinen)
—Medicament adsorptie (penicilline)

—Immuun complex

—Inductie auto-immuniteit (a-methyldopa)

‘j{ Maastricht UMC+
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Medicijngebruik Membraan Medicament Immuun Auto-antistof
beschadiging adsorptie complexen vorming

IgG/IgA/IgM/C3d IgG (sterk pos) IgG1

As (serum) Geen Geen'! Geen Wel

As (eluaat) Geen Geen! Geen Wel
Afbraak Niet versneld Versnelde afbraak Acuut/ernstig (intra Extravasculair

extra vasculair vasculair)

Medicatie Kan Kan %
stoppen

Medicament Cefalosporine Penicilline Tolmetine/ Suprofen a-methyldopa

1 antistoffen aantoonbaar indien ery’s gecoat met medicijn.

Membraan beschadiging: medicijn verandert membraan ery’s, hierdoor adsorberen serumeiwitten
aspecifiek op de cellen.

Medicament adsorptie: medicijn is geadsorbeerd op celmembraan en de As. gericht tegen het
medicijn hechten op de met medicijn gecoate ery’s.

Immuun complexen: eerst wordt een As gevormd tegen het medicijn en dit hecht zich als
een complex op de erytrocyt. Hierdoor ontstaat complementactivatie.

Auto antistof vorming: As. zijn niet gericht tegen medicijn maar het medicijn veroorzaakt
antistofvorming tegen antigenen op het erytrocytenmembraan.

‘:', Maastricht UMC+
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Positieve Directe Antiglobuline Test (DAT)

1. Hapten model (e.g., penicillin)) 4 IgG antibody against drug

s
f Hemolysis
= by complement
or phagocytosis

Medicamen
edlca_ ent A +
adsorptie Drug

2

r

2. Immune complex formation (e.q., quinidine)

' d

Immuun Drug

Hemolysis

com p lex Carrier protein + by complement
Antibody Cab
against drug —&~ C3b receptors
3. Autoimmune model (e.g., a-methyldopa)
. Hemolysis
Inductie i i + — by phagocytosis

auto-immuniteit

Normal RBC antigens

Copyright © 2010, 2002 by Mosby, Inc.. an affilase of Elsevier inc
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DAT positief door allo-antistoffen

Actief Passief
 Transfusie ery’s » Antagonisme / FMT
« Stamcel transplantatie * Transfusie plasma

 Transfusie trombo’s
» Orgaan transplantatie
* lvig

L"{ Maastricht UMC+
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DAT positief door auto-antistoffen (AIHA)

 Warme type:x 70%
« Koude type:+ 15%

e Bifasische type:+ 1,5%

* Medicament geinduceerd:x 12%
(kan warm, koud of bifasisch zijn)

* Bijzondere vormen = 2%

L", Maastricht UMC+
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Elutie

Indien de uitypering van de DAT positief is met anti-IgG
wordt een eluaat gemaakt.

Elueren is het verbreken van de Ag-As binding.

Doel: i ;

Antistoffen in oplossing verkrijgen
zodat specificiteit ervan kan worden vastgesteld.

Verkrijgen van “schone” erytrocyten

‘jf Maastricht UMC+
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Waarom elueren
* Elutie kan behulpzaam zijn bij onderzoek naar:

* HZP; aantonen of HZP wordt veroorzaakt door ABO-
of door ander antagonisme.

* AIHA; om specificiteit van de auto-As aan te tonen of
om schone ery’s voor Ag-typering of adsorptie te maken.

* Transfusie reactie; om specificiteit van allo-antistoffen
aan te tonen. -

‘{f Maastricht UMC+
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Elueren bij negatieve DAT

Ook als de DAT negatief is kan er een aanleiding zijn
om te elueren.

ABO-antagonisme.

Concentreren van antistoffen.

L’{ Maastricht UMC+
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Methoden elutie

Verstoren thermodynamica
(hitte/vriezen-dooien) e -

Verstoren complementair zijn Ag-As
(chloroform/ether)

Neutraliseren of terugdringen aantrekkingskracht -
Ag-As (bijv. pH verandering)

Controle:
Bij iedere elutietechniek waar met het eluaat verder gewerkt wordt is het
nodig de laatste wasstap te controleren op de aanwezigheid van vrije
antistoffen.

‘jf Maastricht UMC+



Problemen bij bepalen specificiteit

Alle reacties positief

Nastolling / Fibrine

Hemolyse

Koude agglutinatie

Techniek probleem

Antistoffen tegen bewaarmedia

Combinatie van antistoffen
As. tegen HFA
HTLA
AIHA (AWAU en AKAU)

‘{f Maastricht UMC+
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HFA

Autocontrole negatief
DAT negatief

Sterkte positieve
reacties identiek
Enzym techniek
Antigeentypering
Behandeling

erytrocyten met
EGA/AET/DTT

‘{f Maastricht UMC+

HTLA

Autocontrole negatief

DAT negatief

Wisselende sterkte
positieve reacties

Titer bepaling
Neutralisatie AB
serum (C4)
Gamma PEG

Polybreen

HFA vs. HTLA vs. AIHA

AIHA

Autocontrole positief
DAT positief

Pan positief panel
(zelfde sterkte)

Albumine (BSA-IAT)
Antigeentypering

Adsorptie
2 staps
complementtest
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Nieuwe ontwikkelingen
Nieuw monoclonale medicijnen kunnen voor nieuwe

problemen zorgen.

Voorbeeld Daratumumab:
Behandeling van MM Daratumumab
- Anti-CD38.

- CD38 ook op ery’s.

- Hoe herken je anti-CD38.
- Beleid afspreken.

- CD38 negatieve cellen.

* ADCC&CDC

« Inhibition of CD38 enzyme activity

* Apoptosis after cross-linking

* In vivo efficacy: active at very low
doses in mouse models

cell leukemia), NHL
including DLBCL

Effectively kills o
CD38* tumor cells, =N 0
e.g. in multiple . \
myeloma

Currently in a Phase
I/l clinical trial for
i multiple myeloma

Additive/synergistic
effects with novel
agents

‘jf Maastricht UMC+



HFA vs. HTLA vs. AIHA

HFA HTLA AlIHA

Autocontrole nggatief Autocontrole negatief  Autocontrole positief
DAT negatief DAT negatief DAT positief

Sterkte positieve Wisselende
reacties identiek DQSitiaus

Albumine (BSA-IAT)

Antigeentypering
Gamma PEG Adsorptie
erytrocyten met 2 staps
EGA/AET/DTT Polybreen complementtest

‘\ff Maastricht UMC+
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Casus

Kind J. wordt 1 dag na geboorte geel. Kinderarts zet uitgebreid onderzoek in.
Resultaten : Hb.6,2 mmol/l (8,7-13); Bilirubine 172 pmol/l (3-120).

‘Moeder: *Kind:
*O negatief *A positief
*DAT: negatief *DAT: negatief

*Screening: positief

ldentificatie: anti-D
(waarschijnlijk t.g.v. profylaxe)

*Fenotype: ccdee, K-
neg Opdrachten:
Welk vervolgonderzoek zou je inzetten?
Geef een mogelijke verklaring voor de
() Maastricht UMC+ hyperbilirubinemie.
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Casus

Kind J. wordt 1 dag na geboorte geel. Kinderarts zet uitgebreid onderzoek in.
Resultaten : Hb.6,2 mmol/l (8,7-13); Bilirubine 172 pmol/l (3-120).

Opdrachten:

Welk vervolgonderzoek zou je inzetten?
Geef een mogelijke verklaring voor de
hyperbilirubinemie.

Screening kind: Cel I: negatief, Cel Il negatief, Cel Il negatief.
A;-cel positief, B-cel negatief.

Uittypering DAT kind: IgG negatief, C3d negatief, IgA negatief, IgM negatief.

Eluaat kind: Cel I: negatief, Cel Il negatief, Cel Ill negatief.
A,-cel positief, B-cel negatief.

L"{ Maastricht UMC+
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Casus 11

— Man, 31 jaar

— Pre operatieve screening

— Bloedgroep bekend O positief

— Screening 25 dagen geleden negatief
— Transfusie 25 dagen geleden.

‘j{ Maastricht UMC+
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Casus 11

LISS screening: positief.

T e —
Spender Spez. Antigene Resultat / Result / R
i H - SDECial types . i
Donneur Antigénes part. Resultado
Donatore
Donante K| k [Kp® Js?|Js Le® S Lu
Dador

++§0++0+0+ntm +|(+J0|0 0|+|0|+f0(+f+ (M /4 —

ccD.EE RoRy 905035 §+|0|+|+/0jofo|+|0|+|nt|ntfO|+JO|+}JO|+}§+}+|0|+[0}0 | +}+|F ]

Antigeni particolari
Otros Antigenos IAT Enzym

Tipos especiais

ccCWp.ee  RWR, 094273

ccddee m 518012 fJo|o0|o|+|+ |0+ |+|[0|+|nt|ntJ+ {00+ Of+|0JOR+|+|+|+]J0|+}+|M 2 ¥ —_—

Eigenkontrolle / Autocontrol /
Autocontréle / Autocontrollo /
Auto-control /
Auto-control

L’{ Maastricht UMC+
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Casus 11
LISS panel wordt ingezet

A Set ID-DiaPanel: 45161.47.x (Jar=n: 4516.47.xx) [COT] 06171.47.x - (Japan: 0217.47.xx) 2011.05.23
m Set ID-DiaPanel P: 45171.47.x (Ja  1:4517.47.xx) 06271.47.X  (apan:  1.47.xx) g (Japan: 23.05.11) ID'
Antigen-Tabelle / Antigen-Table / Table d’antigénes . i 05361 _47. X - ( Japan: 0536. 47.xx)
ml;per Idenﬂﬁzllm ?eAnhbody ldén?ﬂb:;i:lg: / \dentification d’anticorps 05461.47.x (Japan: 0546.47.xx) V.I.P. Software: P84 ID =
0123 Identificazione anticorpale / Identificacién del anticuerpo / Identificagao do anticorpos
Donneur Antigénes part. Resultado
Donatore Antigeni particolari 1657
Donante Fy* Otros Antigenos Coombs | E@yme | 4°C
Dador Tipos especiais
cWcD.ee R;WR; 251341 +(+|0|O|+|+JO|+|O0O|+|nt|+f+|Of+|0}O|+ 0|+ A4
CCD.ee RyR 319581 +|+|0|0|+|0Of+|+|0|+|nt|+JO0|+JO0|+}J0|+ 0(+}+ l 25
ccD.EE R,R, 241121 +|/0|+|+(0|0OJO |+ [0 |+(nt|+JO0|+J+|0J0|+ 0|+ §+ 44
Ccddee rr 237279 O(+|0|+|+|(0fO|+|O0O|+|nt|+J§O0|+8+|+J0|0 0|+ §nt i
ccddEe r'r 564512 0|0 |+ |+|+|0JO|+|0|+|nt|+}§+ 0/+J0 |+ 0o|+1+ H A4
coddee I 400799 loloo|+|[+|of+|+|0|+|nt|+lslsf+|0]0]0 0|+ )+ BZ’r
ccddee r 041551 0/0|0|+|+|0OfO0|+|+|+|nt|+f0 +0+|0]0|+ 0|+§+ I+
ccDee Ror 266521 J+|0|o|+|+|ofo|+|of+|o|+Jolof+|ofo|+]+]+ o|+fo ]24_
ccddee r 368926 0/0|{0|+|+|0OfO0|+|0|+|nt|+f+|0J0|+8+0F0080|+|+|+]+|+}0 n,”
coddes = i 981247 ooo//oo/o nt|+folyo|Ac|A+1+]+ o/+ —m.._
ccddee m 260354 0/0/0|+|+|0OfO|+|0|+|nt|+f+|0+|0}+|/0f08+|+|0|+J0|+J0 ,4.‘_
Patient / Patient / Patient / Paziente / Paciente / Paciente Elfzmmxmﬁm// | — é_
Autocontrol / Auto-controlo

(\'g Maastricht UMC+
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Casus 11

@j Set ID-DiaPanel Plus 6: 45670.51.~ (Japan: 4567.51.xx) 05300.51.x - "5350.51.x  J 2011.06.06 ID-"!
Antigen-Tabelle / Antigen-Table / Table d’antigénes (Japan: 0530.51. - 0535.51.xx) (Japan: 06.06.11)
Tabella antigenica / Tabla de anti / Tabela de antigéni
Antikorper-ldentifizierung / Antibody identification / Identification d’anticorps

0123 Identificazione anticorpale / Identificacion del anticuerpo / Identificacao do anticorpos

Spender

Resultat / Result / Resuitat / Bemr

. 3 Spez. Antigene
Do Rh-hr H sty e A siade,
Donneur Antigénes part. Resultado Ri
Donatore 0 Antigeni particolari e Rema
Donante C Kl Kk |Kp* Kp° Js?|Js | Otros Antigenios (l LISS’;/ Enzyme | a°C Obse
Dador Tipos especiais -eeum Ob:
CWCD.ee R;WR, 704014 +{+[0|0|+|+fO0|[+|0|+|nt|+}+ 0(M 14
0|10 ——
CDee R, 591384 | slofo|#|ofnt|+ ol LA ofo AL/ oA o] Ao|Ant
cD.EE R,R, 114024 +|0|+|+|0(0Of+|+[0[+|nt|+§+|0 / OfO(+}+§+|[0|0f+RO0(+§nt|F 15 || [P
ccD.EE  R,R, 319055 |+ [0[+[+|ofofo[+|o|+[nt|+fof+No|+fo|+0+ +]0]+[o]o]+fo[m 4_,'_
CCD.Ee R,R, 895392 +[+|+|0[+[0OQO0O |+ |0+ (nt{+§O|+JO0(+JO|+f+)+|+|+|+00|+]+ »1_{—
ccD.EE R,R, 030448 +|0f(+|+|0|OJO|+(O0|+|nt|+§O{+Q+(0OFO0|+f§+§0|+|0|+f+|+]+ VW4 9_+

Geen duidelijk patroon.
Niet uit te sluiten: M, Le(a), Fy(a), K, E.
DAT: negatief

‘jf Maastricht UMC+
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Casus 11

Screening panel 123
Column screen 123
Cellbind P3
Cellbind P3-P

8000149774 ( €0336

8000149779 ( €0336
8000149782 ( €0336
n.a.

C €0344

5 -
\> Sanquin Reagents

Variatie in techniek en temperatuur.

Plesmanlaan 125 1066 CX Amsterdam The
Phone: 31.20.512.3599 Fax: 31.20.512.357

g 2011-06-17 E-mail: reagents@sanquin.nl
Website: www.sanquinreagents.com
er. Xg W -
! T e B T T o )
Rh-Hr = j 1" s JLudLu’iXg’ =0 S
1| R"R; 181352 + O|+|Of+|[+[O|+|O0|O|+|+][+|*+[0[+|0|+]|0|Bga) Bg(b) Bg(c) Co(b+) |+ I+
I , Y
2 | R,R, 26060 0 O|+[0|+|0|+|Of+|+|0]|0}|0|+[0}|+|0|+]|+|Bg@) Bg(b-) Bg(c) -+ H'
- 2w f
3 147781 0 0] +[0]+|{O)+|{+|[+|0[+]|+|#]|0|+|0]0|+]|+|Bg@) Bg(b) Bg(c) 5 T
+ = positive; positiv; positive; positivo; positivo; positivo; 8etikr; positiv; positiv 4 f oy . P .
O = negative; negativ; négative; negativo; negativo; negativo; apvnrikr; negativ; negativ / g’ /’\)L( 'j /f) l ’) f | LW
/ = not tested; nicht getestet; non testée; non analizzato; no analizado; nao teslqgo; Sev éxel dokipaoTei; inte testad; ikke testet - ’V '
W = weak ; schwach; positive faible; debole; débil; fraco; aofevic; svag: svag j l / } IL/'(/’L{ [/( QY 9
S = strong; stark; positive forte; forte; fuerte; forte; ioxupry; kraftig; staerk L/\, '_) 4’ ZU," T
=donornumber; Donor-1D; numéro du donneur; numero del donatore; nimero de donante; nimero do dador; apiBudg 861n; donatornummer; donornummer 2N 5
” CU CSQO Wip 2 AmE
.) : "[v ) (LWt
\ |
& {

"/ Maastricht UMC+
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Casus 11

Screening panel 123 8000149774  C €0336
Column screen 123 8000149779  C €0336 \\
Sanquin

CEI I bi nd P3 8000149782 ( €0336 Reagents
Cel l bi nd P3'P n.a. C €0344 Plesmanlaan 125 1066 CX Amsterflam The
Phone: 31.20.512.3599 Fax: 31 w 2.357
[jﬂ g 2011-06-17 E-mail: reagents@sanquin.nl

Website: www.sanquinreagents.com

NN

- N

2

(X
AN
—
R W o
: o BE e e i . ; L nd i B
Rh-Hr o [D] o fclpolelc|elc £ lvlx]klk N SN
A 200
1|R"Ry 181852 [+|+|0|0|+[+|/|/|Of+|O[+|O|+|+|O|[+|[0|O|+|+|+[+]|0|+|0|+|0|Bga) Bgb) Bglc) Colb+ |+ I+ =
. o , Y
2 |R,R, 26060 O|+|+|+[0]O|/|/|[O|+[O0O|+|0|+|0|+|0|+|+|0|0|0f{+|0O|+|[0|+|+|Bg@) Bgkb-) Bglc) T {Jr'
"l o ol | 5 2w | -
3 147781 0[O)O|+[+]|O|/]/[+|+]|O0]+]|O|+|O|+|+|+|0O|+|+|+|0|+]|0|0|+]|+|Bg@) Bgb-) Bg(c) T T
!
F
+ = positive; positiv; positive; positivo; positivo; positivo; 8etikr; positiv; positiv 4 f oy . P .
O = negative; negativ; négative; negativo; negativo; negativo; apvnrikr; negativ; negativ / g’ /’\)L( 'j /f) l ’) f | LW -
/ = not tested; nicht getestet; non testée; non analizzato; no analizado; nao teslqgo; Sev éxel dokipaoTei; inte testad; ikke testet - ’V '
W = weak ; schwach; positive faible; debole; débil; fraco; aofevic; svag: svag [ OoY pe 9 1
S = strong; stark; positive forte; forte; fuerte; forte; ioxupry; kraftig; staerk j l /} - L{ [/( L/\, '_) Z. ZU," T ==
=donornumber; Donor-1D; numéro du donneur; numero del donatore; nimero de donante; nimero do dador; apiBudg 861n; donatornummer; donornummer C 2N 5
) N 2 $ (
? L
& | | |

| W i +
\Y Maastricht UMC
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HFA

Autocontrole negatief
DAT negatief

Sterkte positieve
reacties identiek
Enzym techniek
Antigeentypering
Behandeling

erytrocyten met
EGA/AET/DTT

‘{f Maastricht UMC+

HTLA

Autocontrole negatief

DAT negatief

Wisselende sterkte
positieve reacties

Titer bepaling
Neutralisatie AB
serum (C4)
Gamma PEG

Polybreen

HFA vs. HTLA vs. AIHA

AIHA

Autocontrole positief
DAT positief

Pan positief panel
(zelfde sterkte)

Albumine (BSA-IAT)
Antigeentypering

Adsorptie
2 staps
complementtest
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Titerbepaling
0.5m|N \ N N N N NO.SmI
N N =TTl
1

2 B 5 6 7 8 9 10

w

S ccgec g @@

Onv. 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256

1:512

1 deel serum + 1 deel vloeistof (PBS, AB serum, FCS)

In de techniek uitvoeren waarin je de reacties aantoont.

HTLA = 1.64

‘\ff Maastricht UMC+
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Casus 11

Ter bevestiging: titer wordt ingezet met PBS en AB (vers) serum

Titerbepaling: (noteer reactiesterkte)

onv | 2 4 8 16 32 64 | 128 | 256 | 512 | 1024 2048
hto PBSLTE A\ [\ (A L | W [ e = | — | —
ter A LW | = | ] | ]

Remming met AB serum treedt op > HTLA antistoffen wrs van
type Chido en/of Rodgers.

De antigenen aanwezig in het AB serum neutraliseren het
serum door de antistoffen weg te vangen.

‘j{ Maastricht UMC+
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Casus 11

Conclusie:

HTLA-antistoffen.
Waarschijnlijk van het type Chido/Rodgers

CH/RG bloed groep systeem bevat 9 antigenen

Chl 96% positief

Rg1 98% positief

C4 glycoproteines geadsorbeerd aan het celmembraan.

‘j{ Maastricht UMC+
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HTLA-antistoffen

High Titer Low Avidity
Hoge titer en een lage bindingscapaciteit

Low Antigen-density

Verklaart beter de zwakke reacties in combinatie met
de hoge titer

Vaak 1gG4 antistoffen (minder klinisch relevant)

Titer
Neutralisatie/Inhibitie
Gamma PEG
Polybreen

‘j{ Maastricht UMC+
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Neutralisatie/Inhibitie

Y

Y

Y Antigeen-Antistof binding

L’{ Maastricht UMC+



Toevoegen losse antigenen - Antigeen-Antistof binding
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Neutralisatie/Inhibitie

S

YA

S

;%Q %ﬂ

(!{ Maastricht UMC+ Geen Antigeen-Antistof binding
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Neutralisatie/Inhibitie

Voorbeelden gebruik inhibitie technieken:

* AB serum (C4) bij Chido en Rodgers.
* P1 substantie bij anti-P1
 Lewis substantie bij Le?, Leb of Le2*?

A

(!{ Maastricht UMC+ Geen Antigeen-Antistof binding
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Polybreen

Polybreen is een positief geladen molecuul dat
agglutinatie door een reactie met het negatief geladen
celoppervlak bevordert .

Als polybreen in een hoge concentratie wordt
toegevoegd, treedt spontane agglutinatie van
erytrocyten op (aspecifieke binding).

Mogelijk aanwezige IgG antistoffen kunnen zich nu aan

e

twee erytrocyten binden.

‘jf Maastricht UMC+
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Door toevoeging van een natriumcitraat oplossing wordt
het effect van polybreen opgeheven en zal de agglutinatie
alleen in stand blijven als erytrocyten door IgG antistoffen

gebonden zijn.

Nadeel:

1. Lastig aflezen, men gaat van een positieve reactie naar
een negatieve reactie.

2. Test is tijdsgevoelig.

3. Verminderde gevoeligheid voor antistoffen tegen
antigenen van het Kell-systeem.

Voordeel:
Minder gevoelig voor HTLA antistoffen.

Snel.

‘jf Maastricht UMC+
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Gamma PEG vs. Sanquin PEG

Gamma PEG Sanquin PEG

LISS PEG NaCl PEG

Minder viskeus Viskeuzer

3*wassen 4*wassen

Anti-1IgG Anti-1gG

IgG1l IgG1l
1gG2 1gG2
1gG3 1gG3
IgG4

‘j{ Maastricht UMC+
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Casus 12

— Vrouw, 52 jaar

— Laag Hb

— Bloedgroep bekend O positief

— Screening verleden (>5 jaar) negatief
— Transfusie niet bekend

‘j{ Maastricht UMC+
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Casus 12

LISS screening: positief.

ID-DiaCell I-11-11l
ID-DiaCell IP-1IP-IIIP

Antikdrper-Suchtest / Antibody screening / Recherche d’anticorps / Screening anticorpale / Escrutinio de anticuerpos irregulares /
0123 Teste pesquisa de anticorpos

Antigen-Tabelle / Antigen-Table / Table d'antigénes / Tabella antigenica / Tabla de antigenos / Tabela de antigénios

Donneur
Donatore
3 s gL’ Xg*

Spez. Antigene Resultat / Result / Résultat /
Special types Risultato / Resultado /
Antigénes part. Resultado
Antigeni particolari
Otros Antigenos IAT Enzym| 4°C

Donante
Dador

Tipos especiais

101011 O§O|+(0|+JO|[+}0|F 24
R,R, 420015 J+ |0 |+ |+ (0|00 |+ |0 |+ |nt|nti+ {0+ |+J+|0f+}+|+|+|+J0|+}+|M 2 4
m 019015 JO(O0 (O |+ |+ |O0O}+|+|0|+|nt|nt +J0 | +J0|+f+§+|0|+|0JO|+JO|M 2+

Eigenkontrolle / Autocontrol /
Autocontrdle / Autocontrollo /
Auto-control /
Auto-control

(\_'? Maastricht UMC+
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Casus 12

[=100 X :7.10)  SetlID-DiaPanel: 45161.19.x (apan: 4s16.10.x0 [COT] 06171,19x - 08271.19.x J 2014.01.27 ID-Dial
Set ID-DiaPanel P: 45171.19.x (Japan: 4517.19.xx) 05361.19.x — 05461.19.x (Japan: 27.01.14) %
cn-Tabolle/Anﬁoon Tablo/TabIedantigénos/ Tabella antigenica / Tabladoanﬁgonosl Tabo::ns::?n: of::"m V.L.P. Software: P27 ID Dla[
m&p« identification / Identification d'anticorps / Identificazione anticorpale / ion del anti po / Identificagéo do anticorpos
S ﬂ- -
Donneur Resultado B
Donatore A ticol:
Donante Js'|Js"jFy*|Fy Ik eno CEI«?:&‘;S Enzyme| 4°C Obs
Dador peciais Ol

BB cccvo.ee RWR, aco32a |+ |+[0]0|+|+fo+|o|+|nt|mfslo]+|ofofof+fslofsls]o|+]+ L |

CCD.ee R¢R; 117001 +|+[0(0|+ |00+ |+|0|+(nt/ntfJO|+J0|+JO|[+J+JO0|+[0|+J0|+]+ nz4

.chEE RR, 447375 |+|0|+|+[0|ofo|+[o]+[nt|nm)slofo|+Jo|+Jofslolol+]o|+}+] |Bgas 24

BN ccagee rr 902033 fo|+[of+[+[ofo+ [0+ [nt|mfsls]s o]of+])+fole]of]o]+]0 Bl -.

-ccddEe r'r 201626 00|+ |+|+|0JO|+|0|+|(nt|ntfO|+f+ (080 |+J+J0|+|+|+J0|+})+ Z,

K ccidee 380502 fJo|ofo|+[+[of+[+|o]+[nt|mbols]+]ofol+Jofslol+lo]o]|+]+ u

Bl ccosee 57960 o [ofo[+|+[ofo|+[o]+|m[mfslofo [0+ ofs|o]s|s]+][+]0 7 |

nch.ee Ror 051813 +/0|0|+|+(0f§O|+|0|+|(0|ntfO|O0Of+|0fO0|(+J+)+|0|+|+JO0|+}0 g,_

BB ccddee 042677 Jofofo[+|+[ofo|+[o]+[nt|[ntholsdo|+]+ o+ slslsl0] o]+ |nt &

chdee r 331534 0/0|0|+|+|0§0|+|O0O|+|ntintf+ |0+ (0J0|0J+ + +10 | +}+ 10 4

nccddee 14 907507 0/0/0|+|+|0QO0 |+ |+|+|nt{ntfO|+8+|+J0|+J++|+[0|+]J0 | +}+ 11 24

Eigenkontrolle / Autocontrol /
Patient / Patient / Patient / Paziente / Paciente / Paciente Autocontrile / Autocontrolio /
Autocontrol / Auto-controlo

u Maastricht UMC+

Alle cellen positief. (Panpositief panel)
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casus 12 Overige resultaten LIS
Bloedgroep/Rhesus O pos O pos
Bloedgroep/Rhesus
Rhesus Fenotype + K typ. CCee, K-pos
Irregulaire antistoffen Megatief Positief
Antistof typering Opm.
Opmerking antistoffen Opm. .
Matrium 138
Kalium 4,49
- Transfusielaboratorium antistof Ureum 35
Kreatinine 54
Directe Antiglobulinetest POS(3+) MDRD- eGFR ~50.0
IgG{DAT) POS(3+) Urinezuur
C3d (DAT) Megatief alk. fosf. 193
IgA (DAT) Negatief gamma-GT 78
IgM (DAT) Negatief ASAT 210
Irregulaire As. Eluaat Positief ALAT 173
Antistof typering Eluaat opm. LD 248
Ck
Bilirubine 5.2
Eil. direct 2.5
CRP 3
Totaal Eiwit
Albumine
Bepalng Kesuitaat rig Eenneia Her.waaraen
- Opmerkingen -
Routine Hematologie - EDTA
& Hemoglobine 5.5 - mmal/L 7.3-407
& Leucocyten 9.0 10E9/L 3.5-11.0

‘:-i Maastricht UMC+
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Casus 12 Variatie in techniek en temperatuur.

Screening panel 123 8000196697  C €0344 -

Column screen 123 [LoT) 8000196706 € €0344 \
Cellbind P3 8000196709 C €0344 Saanin Reagents Phone: 31.20.512.3599
i Plesmanlaan 125 Fax: 31.20.512.3570
Ce"blnd P3-P 8000196710 (C € 0344 1066 CX Amsterdam reagents@sanquin.nl
The Netherlands www.sanquinreagents.com
E[i] %9 2014-02-21
~
LA ‘.1
Duffy Kidd Luther. Xg A
- - * -,\j o E QLJ
Rh-Hr clolelc]elc] f]|v] k]| k [ke'lkpuslusiFylry?lokuktiLe’lLe o, | | N ] s ] s JLutfLut]xg? | el ~O
1|R"R, 212249 |+|+|0|O|+|+|/|/]|O|+|O|+|/|[+|O|+|+]0O|+]|0O|+|O]+|0O|+]|0]|+]O0 |Bgabec) gl o L = 1
2|R,R, 42336 |O|+|+|+[o]o|/|/|0|+|0|+|/|+|+|0|O|+|+]|0|+|+]+|0|+|0]+]O0|BgEbe) ) e 5 2
3 |rr 380407 [0|O|O|+|+|O|/|/|+|+|O|+|/|+|O|+]|+|+|O|+|+|+|O]+]|O]|+|+]| + |Bg(abc-) ) i i 3
fl,ulth.';,\hQ\( =l= |\

SP15/010212
+ = positive; positiv; positive; positivo; positivo; positivo; Benxry; positiv; positiv; pozytywny; pozitivni; pozitivne; pozitiv
0 =negative; negaliv, négative; negativo; negativo; negativo; apvnrxry; negativ; negativ; negatywny: negativni; negativny; negativ
| = nol tested; nicht getestet; non lestée; non analizzato; no analizado; ndo testado; Sev éxu Soxipaoe; inte testad; ikke testel; nie testowane; netestovano; netestované; nem tesztelt
W = weak ; schwach; posilive faible; debole; débil; fraco, aoBevr|S; svag; svag; siaby, slaby; slaby; gyenge
S = strong; stark; positive forte; forte; fuerte; forte; wxupn; kraftig; staerk; silny; silny; siiny; erbs
= donormumber; Donor-1D; numéro du donneur; numero del donalore; nimero de donante; nimero do dador, apBpdg 861 donatormmummer; donornummer; liczba dawcdw; polet darcl; podet darcov; donor szama

(_'(/ Maastricht UMC+
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HFA

Autocontrole negatief
DAT negatief

Sterkte positieve
reacties identiek
Enzym techniek
Antigeentypering
Behandeling

erytrocyten met
EGA/AET/DTT

‘{f Maastricht UMC+

HTLA

Autocontrole negatief

DAT negatief

Wisselende sterkte
positieve reacties

Titer bepaling
Neutralisatie AB
serum (C4)
Gamma PEG

Polybreen

HFA vs. HTLA vs. AIHA

AIHA

Autocontrole positief
DAT positief

Pan positief panel
(zelfde sterkte)

Albumine (BSA-IAT)
Antigeentypering

Adsorptie
2 staps
complementtest
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Albumine

Door toevoeging van albumine (een negatief geladen
eiwit), zullen er minder positieve deeltjes aan het
membraan hechten.

De watermantel wordt gereduceerd en de afstand
tussen de erytrocyten wordt verkleind.

+o
Albumine verlaagt het zeta-potentiaal.

L", Maastricht UMC+



Adsorberen (allogeen)

« Adsorberen is het verwijderen van auto-
antistoffen met behulp van cellen met een
pekende typering (As hechten aan ery’s).

« Door de adsorptie worden de auto-antistoffen
uit serum verwijderd evenals de eventueel
aanwezige allo-antistoffen mits de antigenen
op de adsorptiecellen aanwezig zijn.

* Antistoffen tegen antigenen die afwezig zijn op
de adsorptie cellen blijven in het serum achter.

‘j{ Maastricht UMC+
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Adsorberen

Mengsel van antistoffen
J Toevoegen cellen bekende Ag

L", Maastricht UMC+
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Adsorberen

Binding van (auto) antistoffen

L"{ Maastricht UMC+
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Y = >_{}_< —~
5w

Scheiding d.m.v. centrifugeren

L"{ Maastricht UMC+
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Adsorberen (allogeen)

* Nadat de auto-antistoffen uit de sera zijn
verwijderd kunnen Kkruisproeven en screening
Ingezet worden om zo onderliggende allo-
antistoffen uit te sluiten.

na adsorptie
OB |||
ololwlolo|8lx|«| D 2|Z[Z|3|E|E]|s]z|nl|2|[Z]E]
S|+ +|0|O0|+]|+|Of+]|+[w]O|+]O[+]+]|+]O|+|0]|O0O[]|(H)]2+|2+
S2|0|+|+]+]0]J]O0|Of+]+[O]+|+]O|[+]+]0O]+]O0O[+]0f]O]O|O
S3]0|]0|O|+|[+|O[+]+]O|+]+]|]O|+|[Of+[+]|+]O0|+]O0]]O|(H)]O
Al+]+]0|O|+]O0|O|+|O|+|O|+]|O|+]+]O|+]|+]|+]|O]]|21+
B|O|+]+|+]0]O[O|+|[O]|+|[+]+|O]+]+]+]O0[+]0fO 0
C|Oo|+]O|+|+]Of+|+]Of+|O|+]|O|+]|+]|+|+]+]O0O]O]]O
DIO|]O|O|+|+|O|+|+|O|+]|+|O|O|+|+]|+]|+]|+]|+]|+ 2+
E|O|O|O|+|+|O|O|+|+|+|+]|O|O|+]|O|+]|+]|O]|+]|+]|]|2+

Kp 1 t/m 5; O neg ccdee K neg, Wr(a) neg = Kp negatief RIR1 & rr
’i' MaastlfpchllrUM@.peg ccdee K neg, Wr(a) neg = Kp positief R2R2
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Casus 12

Academisch ziekenhuis Maastricht
Transfusielaboratorium

aantonen en uitsluiten van antistoffen na adsorptie

Antlgram adsorptlecellen azM Batch 2012-10

Rhesus MNS Lewis Lutheran |Kell Duffy Kidd
D [ E c < Rl N S s Pl | Le* | Le® | L' | Lu®* | K k | Kp*" | Kp® | Fy* | Fy® | JKk* | JK° | wZ*
Ry » |+ o lol*17 viisgbwls ol ielewlkslel« 6w« ol a]l o
RR] + o[+ +]o]7/ o oo « | + o o + o]+ o + o Lo | o
a8l 0 e ["=ihE il +|lo]+]o0 i + + |0

Antlgram adsorptlecellen azM Batch 2012 10

1 |Rhesus MNS P |Lewis Lutheran |Kell Duffy Kidd Test resultaat
HEALEEET Z | wlw]s]'s Pi ”_Lg'r L[| K] k [k [as" [y TR [ [ [RIJR2]
CHEEEIY RN I ENNEES ENE I EEE Glxlalx] ol +] 8 LS TR £ 18 | & fiw ]
B2l o]l s]olr]lolo]+] 0]+ O] 0[O0 | 1+ L0018 LF] el fes
com IR EENSES N EENE R K F 1T 8 L e | Of #1800 | SFEs e | o _j_§ - | -
Wr(a+), . } ‘ 2> |- 1# 24
: _
e o= iV
sk . i " i
| B ]
Antigram CLB : vervaldatum 23-01-2014  lotnummer 8000195499 Conclusie:

(!/ Maastricht UMC+
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Casus 12

Conclusie:

Aspecifieke warmte auto antistoffen.
Anti-Wra,

Eén op de drie patiénten met een AIHA heeft een anti-Wr2

Profylactisch beleid:

‘j{ Maastricht UMC+



Complexe diagnostiek| Ron Straat | maart 2021

Selectie compatibele eenheden

1. Compatibel met allo-antistoffen
2. Rhesus-compatibel en K-compatibel
3. Compatibel met auto-antistoffen

 PB19 vellig?
e Bestraald?

‘j{ Maastricht UMC+
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Selectie compatibele eenheden

1. Compatibel met allo-antistoffen
2. Rhesus-compatibel en K-compatibel
3. Compatibel met auto-antistoffen

Bloedgroep/Rhesus O pos O pos
Bloedgroep/Rhesus
Rhesus Fenotype + K typ. CCee, K-pos

Wra-negatieve eenheden

Profylactisch c- en E-negatieve eenheden

‘j{ Maastricht UMC+
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Geen bloedgroep of Rhesus fenotype

Als geen bloedgroep of fenotype bepaalt kan
worden op de cellen van de patient, b.v. door
recente transfusie kan m.b.v. genotypering
een aantal bloedgroepen worden bepaald.

ABO: A, B, AB, O.
Rhesus: D, C, ¢, E, e.
Kell: K, k.

Duffy: Fya, Fy®.

Kidd: Jk&, JkP.

MNS: S, s, M, N.

L’, Maastricht UMC+
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CASUS

Dhr S. 66 jaar
*‘EHBO
‘Maandag 11-12-2014 20:56.

Patiént uit andere regio, maar bekend uit 2004 — 2006
*Bloedgroep: Opos

*Screening in LISS: pan positief (1+)

‘Panel in LISS: pan positief (1+)

«Autocontrole: negatief

*Hb: 5,6

‘j{ Maastricht UMC+
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CASUS

Patientnummer:

Naam: ]

Laatste per. 270305 021006

BSN
Geboortedatum:

Geslacht

Mannelijk

Cumulatief rapport

111214 161214 191214 241214 291214 150118
Bloedtransfu 13:32 16:19 20:56 12:19 10:50 09:59 08:00 15:05
Bepaling VEAS ONB PEHU VED3 VED3 VEAS VEAS INT0003780 eenheid ref.waarden
Transfusielaboratorium A
Transfusie opmerking
Bloedgroep/Rhesus O pos O pos
Bloedgroep/Rhesus O pos
Iregulaire antistoffen Negatief Negatief Positief
Antistof typering RRIE
Opmerking antistoffen Sl
Directe Antiglobulinetest Negatief
Transfusie - Kruisproeven - Serum/Plasma
Kruisproef 01 Compatibel
Kruisproef 02 Compatibel
k antigeen
S antigeen
s antigeen
Fy(a) antigeen
Fy(b) antigeen
Jk(a) antigeen
Jk(b) antigeen
Kp(b) antigeen
v

L’, Maastricht UMC+
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Resultaten serologisch onderzoek

+«|+l0]j0 ]+ !+ 28
LR ER L [-’L <
0|010]+ + 1+ ¥

avonaer
Doy
Sanww e
SOy
Jonkve
e ‘
B coc%o.ee AYR, 501198 o/+|0/¢imm
bttt : e
“ CCD.oe RR, GO1138 ¢ /0 st m 0 + +
: R A, Ol+ 8 s mmiD Dfeis
b +— -
re P+« % + mt miO ni+fn
i K r'r 0+ 0+ mm SEa B3
coddee " 02314 «l+0 s+ mm i+l +
coddes T Blei+ +mm +]+)0
Do e 03278 gl+l0l+ Om 0.+ 0
coddoe 567395 0 +/0 ¢+ mm 0:40
—-— - - > S $
BER ccddes — 103000 0 +: 0+ mm 0f+he
nm " 457970 oio;o +mom 100 e
- - e e e «)»ﬁ - . +
. | |
Patert ! Pl | Pulet | Pt | Padior s | Pasmete ‘ ] m'.;_.“.: —_ - 1
A Mmoo o . |
e
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Resultaten serologisch onderzoek

ety [0] |clolelele tiviKlk e s Lot Pl N 8] oL Lo :'g:;
r"'.‘("w $124010 ¢ el 7 710} Of+jOle}+fOF+ie]O]<l+]+]0J$1O0) O]+ ]| +|opime) Catbe) [+]- |
2| RR, 7088 0"’00"'0’0'"”‘0“0'000000+”p¢.) 141 *
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Resultaten serologisch onderzoek
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Anti-CD38 - Daratumumab

« Geneesmiddel om Multiple Myeloom te behandelen.
* Monoklonaal IgG antistof tegen CD38.

CD38
Myeloom cellen
Plasma cellen
Trombocyten
Erytrocyten
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Bloedgroepen op erytrocyten

Q@O@ Lutheran ¢
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Slide courtesy of E. Sjoberg-Wester




Complexe diagnostiek| Ron Straat | maart 2021

DARA en pretransfusie onderzoek.

Anti-CD38 stoort niet in de bloedgroep bepaling.

Anti-CD38 reageert in veel verschillende technieken.
Buisjes (LISS-IAT, PEG-IAT, BSA-IAT)

Kolom agglutinatie technieken (BioRad, Ortho, Sanquin, Griffols)
Solid Phase

Negatieve reacties werden gevonden in
BSA-IAT

16 C screening

Enzym screening
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Anti-CD38 in plasma/serum.

1+ tot 3+ reacties in standaard technieken

Pan positief panel

Negatieve autocontrole vs. positieve autocontrole
Hoge titer antistoffen

~40% patiénten krijgt transfusie (SIRIUS study)

Aantoonbaarheid is afhankelijk van laatste toediening
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Anti-CD38 in plasma/serum.

Half waarde tijd is 21 dagen

Kolom testen bleven positief met een mediaan van 103
dagen (63-190)

Aantonen van de antistoffen is afhankelijk van:
Laatste tijdstip toedienen DARA

Gebruikte methode aantonen antistoffen
Patiént
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Strategle

AABB Bulletin, January 15, 2016.
Mitigating the Anti-CD38 Interference with Serologic Testing.

Before a patient begins taking anti-CD38:
Perform a baseline type & screen
Perform a baseline phenotype or genotype

After a patient is taking anti-CD38:
Test patient serum/plasma vs. DTT treated RBC's.
Provide K-negative RBC's
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Strategie: CD38 verwijderen van testcellen

DTT behandeling van erytrocyten (0,2 mol/l)
Kost ongeveer 3 uur

DTT behandelde
Vers behandelde cellen Sy (ST N—————
Controles! CelStab tot
Kell systeem! o O vervaldatum

Erytrocyten met AET behandelen (6%)
Kost ongeveer 3 uur

Cellen bewaren?

Controles!

Kell systeem!
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Strategie: Neutralisatie anti-CD38

Toevoegen van losse CD38-antigenen aan
serum/plasma van patiént.

Nog niet commercieel verkrijgbaar!

Anti-CD38 idiotype antistoffen.
Nog niet commercieel verkrijgbaar!

. Heavy chain domain

(_"! Maastricht UMC+
Light chain domain



Strategie: cellen met lage CD38 expressie

Eigen cel panel maken
DARA cellen.
Navelstreng cellen.
Lu(a-b-) cellen.
Beschikbaarheid van deze cellen!
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— Anti-CD38 (Daratumumab)

— Anti-CD47 (HU5F9-G4)
— CTLA 4 Mab (Ipilimumab)

— Anderen?
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Nieuwe antistoffen MUMC 2004-2013 (n=1492)
25,00%
22,95%
Antistofvorming (ISBT 2013) Data 2004-2011. )
20,00% *Risico op positieve screening door eerder niet bekende
18,08% antistoffen is 1,27%
*Onderscheid man/vrouw (1,06% vs. 1,41%)
15,00% *Anti-E, anti-K, anti-D, anti-C & anti-¢c = % nieuwe As.
11,14%
10,00%
6,94%6,74% 6.30%
| 5,40%
5,00% 4.14% 3.74%
2,67%
1,93%1,80% 1,73% 133%
! 0,80%0,80%0,73%0,67% 0,47%0,47% o 209 0,47%
0,00%
E K D C Fyla) ¢ M Cw Jk(a) Lu{a) wr(a) Lefa) S Jkb) e Le(b) P1 Kp(a) Fy(b) LIA HIA Overig
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Bedankt voor uw aandacht
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