


LES TESTS DE SEROLOGIE TRANSFUSIONNELLE

Groupage ABO (test erythrocytaire et test serigue)
Typisation Rhésus
Détection des anticorps irreguliers

Spécificité des anticorps irréguliers a l'aide d'un panel de plus
de 10 solutions érythrocytaires, toujours de groupe O
Type and Screen

Test de compatibilité (plasma du receveur avec les érythrocytes du
donneur) effectué sur gel en Coombs indirect.

» Test pretransfusionnel ultime au lit du patient (concordance du
groupe ABO entre le patient et les unités de sang a transfuser)







SYSTEME RH

Systeme complexe, 57 antigenes (aolt 2008)

1940: Landsteiner antigene D
1941: Wiener antigene C
Lévine antigene c
1943: Wiener et Sonn antigene E
1945: Mourant antigene e
1946: Stratton antigene Du




antigene D
antigene C
antigene c
antigene E
antigene e

SYSTEME RH

antigene C%
antigene C*




Caucasians 82 — 88 %

Africans

Chinese, Japanese




SEEence antigeniEmeE

antigene e
antigene b
antigene ¢
antigene C

antigene E




Determination delfantigene D
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phenetype Drfaisle
= jamals anti=b

Phenotype D partiel
=>







Phenotypes:

Symbole du systeme suivi par la liste des ag
Separes par une virgule. Si I’ag est testé mais
absent, on met un — devant

Ex: D+C+E-c+e+ C%- donne RH: 1,2,-3,4,5,-8
Ex: D-C-E-c+e+ donne RH:-1,-2,-3,4.5










Structure des genes RH

Rh positif

Gene RHD Gene RHCE

10 exons
N

Absence du gene RHD
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RhAG = Rh-Associated Glycoprotein
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The Rh complex*

Nicolas et al, J Blol Chem, 2003

*Complex made of a Core [tetramer (Rh),(RhAG),] and Accessory chains [CD47, LW, GPB]

JP Cartron- ASMT 2007
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Principaux alleles du systeme Rh

Paire autosomique No 1

ayant!




Haplotypes frequents




HAPLOTYPES PEU FREQUENTS

1%




Anticorps du systeme RH




Anticorps du systeme RH
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Dr Willy Flegel, Uni d’UIm, 2003



| Antigéne D (ISBT 004.001, RH1) |

D faible ou weak D
= Quantitatif

= Mutations moléculaires

Dr W. FLEGEL 2004
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Rhésus positif

Sites D/ GR 35°000
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In-frame triplet deletions in RHD alter the D antigen
phenotype

La diversité de l'antigene D est due a un nombre d'alleles RHD
impressionnant plus de 135 connus

= expression diminuée Dweak (surtout partie intracellulaire)
= changement qualitatif Dpartiel (partie extracellulaire)
= les 2 |

Dans cet article, on montre un autre mécanisme, la délétion d'a.a.

Transfusion, vol 46, Decemher 2006




In-frame triplet deletions in RHD alter the D antigen
phenotype

Erythrozytenoberfliche

Transfusion, vol 46, December 2006




Article du Dr Willy FLEGEL et coll.

ransfusion 45, octobre 2005

la serologie ne suffit plus, seule la
technique en biologie moléculaire est
adéquate

en Europe, surtout Dweak type 1l ab
seul Dweak type 1
dans le Nord de I’Allemagne et DK:

Dweak type 1.1. [600 sites D] par GR (voir
photo)




Rhesus D
phenotype

weak D type

Fig. 3. D typing of weak D type 1.1 with a gel matrix test. There
is no visible agglutination with the weak D type 1.1 sample. An
agglutination pattern representative for weak D type 1 samples

is shown for comparison.

Transfusion, vol 45, 10, October 2005
W. Flegel and coll




Auant toute ransiusion

» 2 déterminations de gro
- sanguin du patient

11 =~ avec 2 prélevements en
différé, en respectant la
date de la transfusion




Analysesern ' 0-Hematologie

APPropri
chague pr

o AU minimum 4x / an




hématies-tests CcDee et ccddee:
1x par jour o

hématies-tests D faible lors du test

. hématies hetérozygotes
pour les ag en question:

1x par jour o (ou lors du test)




Controles de Qualite Externes

Les laboratoires pratiquant 'immuno-hématologie
doivent se soumettre, 4 fois par an, aux controles de

la qualite organises par
le STS CRS a BERNE




Les résultats des CQIl / CQE non
satisfaisants doivent étre
analysés et font I’'objet d’actions

correctives voire préventives (g*

@

P il i i m‘



This is a stick up! Fill the bag with AB
negative.
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Jeune homme en bonne santé pour carte de groupe avant |I'ecole
de recrue se presente au LCST en 1977

Groupe A et absence totale des antigenes RH = phénotype nul

Début d’'une collaboration avec le Dr Jean-Pierre Cartron de Paris
unique spécialiste a I’époque des systemes rares et RH

Type regulateur (mutations du gene RHAG) avec absence totale du
RHD, RHCE, et RHAG, mais transmission normale des RHD et
RHCE. Absence d’antigenes LW

Anomalie morphologique légere des GR (stomatocytose)

Anémie hémolytique tres bien compenseée (Hb normale, mais
reticulocytes augmentes)

Réserve de sang autologue congele




RH nul découvert par MJ Stelling-Auderset en 1977 aux HUG de
Geneve (technique initiale en tubes!!)
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Rh

null

deficiency syndrome

Rare autosomal recessive disorder (« amorph » and « regulatory » types):
Hemolytic anemia of varying severity

Stomato-spherocytosis

Biochemical alterations

. Cations transport
. Phospholipid organization

Antigen and protein defects
. Rh, RhAG, LW, CD47, GPB

Genetic defects

normal

JP Cartron- ASMT 2007




Rappel

P transport d’ammonium

P transport / canal a gaz, CO,, O, ?

» structure de la membrane

NH4* / NH3
(C0, ?)

Rh complex

Core (tetramer)




Cytoplasm

Red cell
membrane
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Homologie entre le RhAG et Mep protéine des plantes

=  Le RhAG serait un vestige
ancestral dans la phylogénie!

NH;

Growth of yeast mutant
in 3mM NH,*
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Lipid Gas Channel

grOV(?/th Growth restored Diffusion

JP Cartron - ASMT 2007




Monsieur Gilbert D... (1939)

® aolt 1999 : groupe 0 Rh néegatif
® erreur de prélevement ? car ancien dossier 0 Rh pos.
® de 1992 a 1997 : groupe 0 Rh positif
» transfuse par CE 0 Rh positif
» RAI negatif et DAT negatif
® depuis aolt 1999 : 2 CE / mois, car forte anemie

® sept. 1999 : LC Berne groupe 0 Rh positif avec tres faibles ag D
et E, ag C négatif

formation de clones anormaux (?), donner 0 Rh nég.



Monsieur Gilbert D... (1939) suite

octobre 1999 : INTS a Paris Prof. JP Cartron

par cytométrie de flux avec anticorps monoclonaux

2 populations d’hématies
» 2% D+  hématies residuelles non modifiees du patient
» 98% D nég. hématies modifiées & transfusées dce/dce

1 population C+ et E+ du patient (2 %)

1 population c+ et e+ du patient et des donneurs

en conclusion: les hématies «originelles» sont certainement DCcEe

» identifier I’anomalie moleculaire du gene D par analyses des
réticulocytes et ARNm D.



Monsieur Gilbert D... (1939) suite

® mars 2000 : syndrome myélodysplasique de type leucemie
myeélomonocytaire chronique
ancienne cirrhose «calme»
® transfuse régulierement par CE, car erythropoiétine sans succes
® maintient Hb 7-8 g / dI
@ anomalie chromosomique paire n° 3 (?)
® envol prochain a INTS a Paris



Mlle Michelle E..... (1994)

® mars 1999, patiente venant d’un autre canton
® probleme de groupage
» antigéne B tres faible
» antigene D négatif
» Coombs direct +-
® Quel groupe transfuser ?
® historique transfusionnel : transfusée 2 CE / mois 0 Rh négatif
depuis octobre 1996
® mai 1999 par PCR : groupe B Rn positif DCe/ DCe



Mlle Michelle E..... (1994) suite

® anémie dyserythropoiétique congenitale de type I
necessitant la transfusion de CE / mois

® avril 2000 : groupe B DCe/ DCe et RAI négatif

® juin 2000 : anti-Wr(a) positif en Cbs indirect et papaine

® ag Wr2 present 1: 1500 donc pas de probleme pour trouver
du sang compatible

® Coombs direct
e anti-lgG ++
e anti-IgM nég.
e anti-lgA nég.
e anti-C3d faible pos.



