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Introduction

Introduction

L'é¢tude du systéme de groupe sanguin ABO dans l'acte transfusionnel et en pratique
médicale, a permis de démontrer le réle primordial du systtme ABO dans la sécurité
immunologique des greffes, des transplantations d’organes, et des transfusions sanguines.
(Jean-Yves et al., 2015; Kleinclauss et al., 2016; Fumihiko et al., 2019) En effet, la majorité
des accidents transfusionnels qui peuvent étre dans certaines mesures mortelles sont liés au
grand polymorphisme et aux variations génétiques des antigénes ABO entre les individus.

(Marie-Hélene et Danielle, 2010; Bukasa et al., 2017).

La distribution de ces épitopes est ubiquitaire et leur expression est génétiquement
induite et controlée par différents mécanismes de régulation.(Yoshihiko et al, 2020)
Neéanmoins, cette expression peut étre altérée ou modifiée dans certains profils pathologiques,
dont des multiples études ont indiqué que les antigenes du systéeme ABO sont susceptibles de
subir des modifications dans leur expression lors des tumeurs solides et hématologiques.

(Vowdenl et al, 1986; Le Pendu et al., 2001; Archana et al, 2020; Soukaina et al., 2020)

Les tumeurs hématologiques sont reconnues comme |’ensemble des proliférations
malignes qui affectent le systtme hématopoiétique et lymphatique. Ces tumeurs se
développent a partir des lignées myéloides ou lymphoides qui sont les progéniteurs de toutes

les cellules sanguines. (Diallo et al., 2005; N’Dhatz et al., 2012; Belmin et al., 2016)

Au cours de la derni¢re décennie, I’incidence de ces tumeurs est en augmentation
continue (Chahrazed et al, 2020) dont, elles sont responsables de différentes complications
plus ou moins séveres (Dourmane et al., 2016; Guido et al., 2019) et parmi les anomalies les
plus observées au cours des hémopathies malignes est la variation des antigénes du systéme

ABO.(Mia et al., 1962; Dreyf et al., 1969 ; Scott et Rasbridge, 1972; Jerry et al., 1978)

En effet, de nombreuses observations réalisées en Europe et en Amérique ont rapporté
l'altération des antigénes ABO chez des sujets porteurs de syndromes lymphoprolifératifs,
dont cette altération est traduite par un affaiblissement voire une perte totale de certains
antigénes du systeme ABO des globules rouges, et elle est responsable d’une modification du
groupe sanguin chez les sujets affectés par les tumeurs. (Tina et al., 2001; Sarwer et al., 2013;

N’guessan et al., 2017; Sanmukh et al., 2018 ;N’Guessanet al., 2019 ; Abegaz, 2021)

A cet effet, la transfusion sanguine chez ces patients peut étre dangereuse en raison de la
variation possible de leur groupe sanguin ABO lors du processus tumoral car une

compatibilit¢ ABO est essentielle pour assurer la sécurité¢ transfusionnelle des
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receveurs.(Marie-Hélene et Danielle, 2010)

En Algérie, peu des études publiéessur cette problématique. Alors, durant la présente
étude, nous avons essay¢ de déterminer le groupe sanguin ABO chez des sujets atteints des
syndromes lymphoprolifératifs dans le but de rechercher des difficultés de groupage sanguin
(double population, polyagglutinabilité, agglutination faible ou discordance entre les épreuves

globulaire et sérique).

Pour répondre a cette problématique intéressante et pour achever notre objectif, notre

travail est subdivisé en deux principales parties:

Une partie bibliographique qui comporte deux chapitres, le premier va étre consacré a la
présentation, la biochimie, la base génétique, et a I'immunologie du systétme ABO. En ce qui
concerne le deuxiéme chapitre, il répond aux deux questions suivantes : qu’est ce qu’une
hémopathie maligne? Quels sont les différents types histologiques des hémopathies malignes

et quelle population cellulaire touchée dans chaque type?

Une partie expérimentale qui subdivise en deux chapitres, premier c’est “Matériel et
M¢éthode” dont il va présenter la stratégie qui va €tre adapter pour la réalisation de ce travail,
et le matériel biologique a étudier, avec la méthode qui va étre suivi pour examiner le groupe
sanguin ABO chez la population d'étude. Le deuxiéme chapitre, va présenter les résultats
obtenus avec l'interprétation possible de chaque résultat. En raison de l'indisponibilité des
techniques sophistiquées, nous avons ajouté une partie synthétique qui repose sur I’analyse de
quelques articles scientifiques réalisés dans le méme cadre d'étude, pour faire une comparaison
entre les résultats trouvés selon les techniques de groupage conventionnel et d'autres

techniques plus sensibles.



Premiere partie :

Syntheése bibliographique
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Chapitre 1 Le systétme ABO

Chapitre 1: Le systéeme ABO
1.1. Présentation du systeme ABO

C’est le premier systéeme qu’est a été découvert par Karl Landsteiner en 1900. Il est
considéré comme le plus important sur le plan clinique et thérapeutique par rapport aux autres

systemes du groupe sanguin. (Lefrére etBerche, 2010)

Le systétme ABO est un systéme ubiquitaire c’est a dire que sa présence n’est pas
limitée aux globules rouges uniquement mais, il a été rencontré a la surface des autres
¢léments figurés du sang (lymphocytes et plaquettes) (Cartron et al, 1980), de plus il a une
large distribution tissulaire précisément dans les tissus €pithéliaux et également il a été trouvé
méme dans les sécrétions cellulaires.(Helmut, 2000;Vibeke et Erik, 2000; Aminata, 2020)
Cependant ce systéme n'est pas exprimé dans le tissu conjonctif, les muscles et le systéme

nerveux central (Yoshihiko et al, 2020).

Due a sa localisation ubiquitaire le systtme ABO est devenu vraiment un complexe
d'histocompatibilité majeur en plus du systétme HLA (Fressy, 1992)dont il joue un role trés
important au cours la transfusion sanguine thérapeutique, la transplantation de certains
organes (foie, reins,...), les greffes de la moelle osseuse et les CSH. En effet I'incompatibilité
ABO donne des conséquences graves qui peuvent étre dans certains cas mortelles. (Rouger,

2005;Fontanet et Jean-Michel, 2010)

Le systtme ABO se caractérise par deux antigénes: l'antigéne A et l'antigene B
exprimés a la surface des globules rouges (également sur certaines cellules épithéliales et
sécrétions) et par une production constante des iso-anticorps dites naturels réguliers dans le

plasma (Anti-A et/ou Anti-B) correspondant aux antigénes absents.(Boufrioua et al, 2020)

1.2. Génétique du systéeme ABO et expression des antigenes ABH

1.2.1. Le géne ABO

En 1990, Yamamoto et al sont mis en évidence la base génétique et moléculaire des
antigénes ABO (fumi-ichiro et al, 1990). Le géne ABO qui contréle la production et
I’expression des ces antigeénes est localisé dans le chromosome 9 en position 9q34 (Cartron,
1996), dont il comprend sept exons qui s'étend environ sur 19.5 kb d’ADN génomique et la
majeur partie de la séquence codante est contenue dans les exons 6 et 7 la figure 1 présente la

structure du géne ABO humain(Fumi-ichiro et al, 1995;Y oshihiko et al, 2020).
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Figure 1. Structure du géne ABO chez I’homme avec les principales mutations responsables
de polymorphisme du systeme ABO (Cartron, 1996)

1.2.2. Biosynthese des antigénes A et B

Le géne ABO code pour des glycosyl transférases qui catalysent la glycosylation d’une
unité de base pour faire générer les antigénes A et B (Cartron, 1996), en réalité 1'activation de
ce geéne seule n’assure pas leur biosynthése mais elle nécessite I’intervention d’un autre géne
qui controle la production de l'antigéne H c’est le géne H/h ou FUTI, par conséquent
l'antigene H représente la molécule précurseur pour les antigenes A et B et leur expression est
sous la dépendance de ’activation du géne FUT1 a coté du gene ABO.(Charles, 1989;0lsson
et Chester, 2001)

Le géne ABO comporte trois all¢les (A,B, et O), I’allele A (ou Al) code pour une a-1,3-
N-acétyl -galactosamine transférase qui catalyse le transfert d’une molécule de N-
acétylgalactosamine sur le D-galactose terminal du motif accepteur qui est I'antigéne H dans
la position C3 ce qui aboutit a la formation de I'antigéne A1 comme il est montré dans la
figure 2Le donneur du sucre est le nucléotide UDP-GalNAc. (Helmut, 2000;Olsson et
Chester, 2001)

L'alleéle A2 par comparaison avec l'allele A1 présente une délétion d’un nucléotide dans
la partie 3' ce qui conduit a un décalage dans le cadre de lecture et génére une enzyme (A2)
avec une extension C-terminal supplémentaire de 21 acides aminés, cette extension donne
comme conséquence une protéine avec des propriétés catalytiques différentes a celle de

I'enzyme A1.(Cartron, 1996;Guillaume, 2015)

L’allele B donne une a-1,3-galactosyltransferase qui assure la production de 1'antigéne
B en ajoutant un résidu de galactose sur le précurseur de base au niveau le sucre terminal ( D-
galactose en C3), La figure 2 indique sa voie de formation et que 'UDP-Galest la molécule

donatrice du sucre. (Helmut, 2000;0lsson et Chester, 2001)
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Pour I’allele O, il est non fonctionnel et ne produit pas une enzyme active. Lorsqu’il
présente a 1'état homozygote les antigénes A et B ne sont pas produits et uniquement les
antigenes H sont exprimés a la surface des hématies. En effet, l'alléle O présente une mutation
par rapport au alleles de références ( Al et B) résultant de la délétion d’un nucléotide situé
dans la position G261 au niveau 1’exon 6, ce qui provoque un décalage dans le point de
lecture et donnant par la suite une protéine tronquée sans activité catalytique. (fumi-ichiro et

al, 1990;Cartron, 1996; Helmut, 2000; Olsson et Chester, 2001)

Galp-R
IuZ
Fue

UDP-GalNAc |

UDP-Cial

A enzyvme I enzyme

[UDP |
GalNAca3Galfi-R Gala3Galp-R
A [o2 |2 B
Fue Fuc

Figure 2. Voie de biosynthése des antigenes A et B (Olsson et Chester, 2001)

1.2.3. Base génétique du systéme H - Production de I'Antigéne H

L’expression de l'antigeéne H est sous le controle de deux genes, le géne FUTI qui
assure la production de la forme membranaire et situé¢ dans le chromosome 19 en 19q13.3, et
le géne FUT?2 ou Se (sécréteur) responsable de la forme sécrétoire dont les deux geénes codent
pour deux o-1,2-fucosyl transférases différentes. La formation de 1'antigene H selon la figure
3, s'effectue par le transfert un résidu de fucose a partir le nucléotide GDP-L-fucose sur le
galactose terminal de la chaine oligosaccharidique en C2 sous 1’action d’une a-1,2-fucosyl

transférase. (BALL, 1991;Helmut, 2000 ; Guillaume, 2015)
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Figure 3. Structure de l'antigéne H (Guillaume, 2015)

GLC-NAc:N-acetylglucosamine GAL: Galactose FUC:Fucose

1.3. Biochimie et phénotypes du systéme ABO

1.3.1. Les principaux phénotypes

La présence ou I’absence des antigénes A et B parmi de donner 4 phénotypes différents
qui sont: A, B, AB, et O. Le plasma d’un sujet donné (tab.1) contient un anticorps naturel
(Anti-A et/ou Anti-B) correspondant a I'antigéne absent, si les deux antigénes sont présents a
la fois sur la surface des hématies aucun anticorps est trouvé dans le plasma, et si les globules
rouges ne portent ni l'antigéne A ni B (portent I'antigéne H seulement) dans ce cas les deux
anticorps Anti-A et Anti-B sont présents dans le plasma sanguine.(Charles, 1989; Watkins,
2001; Bouftrioua et al, 2020)

Tableau 1. Les principaux phénotypes du systéeme ABO avec les sous groupes Al et A2
(Watkins, 2001)

Globules rouges Sérum
Génotypes Phénotypes Anticorps
A1/A1, A1/A2, Al/O A1 Anti B
Ar/A,, A/O A, Anti A;, Anti B
B/B, B/O B Anti A
A/B A B /
A,/B A>B Anti A
0/0 O Anti A et Anti B

1.3.2. Les autres phénotypes moins fréquents

1.3.2.1. Le phénotype A2

Le groupe A est subdivisé en deux sous groupes : Al et A2 (tab.l) ce qui permet de
distinguer dans le groupe AB les deux sous groupes A1B et A2B et par la suite le nombre des

phénotypes devient six. (Charles, 1989;0lsson et Chester, 2001)
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Dans le phénotype Al, le nombre de sites antigéniques occupés par 1’agglutinogéne A
est trés important que dans le phénotype A2 car I’enzyme codée par 1'allele Al est tres active
que celle produite par l'alléle A2 et par la suite les antigénes H sont totalement masqués au
niveau les hématies de type Al mais au contraire dans le cas des hématies de type A2 ils
persistent. Les hématies de phénotype Al et A1B sont agglutinées par les anticorps Anti-Al
et ne donnent aucune réaction avec les anticorps Anti-H, par contre les hématies A2
s'agglutinent en présence des anticorps Anti-H et ne sont pas reconnus par les Anti-Al.

(Keita, 2010; Guillaume, 2015; Ayad, 2019)

1.3.2.2. Les phenotypes faibles ou rares
Il existe également d'autres phénotypes A et B dites faibles résultant a partir des
mutations au niveau les all¢les de références ce qui donnent des enzymes A ou B altérées

citant par exemple les phénotypes : A3, Ax, B3, Bx, Bm,... ect. (Jean, 1964;Guindo, 2005)

Autre cas particulier, ¢’est le phénotype Bombay qui résulte lorsque le géne FUT1 est a
I'état homozygote avec une délétion observée du géne FUT2 et par la suite les hématies des
sujets de ce phénotype sont dépourvus totalement de l'antigéne H et sont nommées H-
déficients. Le plasma de ces sujets contient des anticorps Anti-A, des Anti-B, et un puissant

Anti-H. (Guillaume, 2015).

1.4. Immunologie et anticorps du systeme ABO

1.4.1. Les anticorps Anti-A et Anti-B réguliers

Ces anticorps sont nommés des isoagglutinines et ce sont des anticorps naturels et
réguliers de type IgM avec un optimum thermique a 4°C, c’est a dire qu’ils sont présent d’une
manicre spontanée sans stimulation induit et systématique en cas d'absence de leurs antigénes

spécifiques. (Louati et al, 2008; Olsson et Chester, 2001)

1.4.2. Les anticorps irréguliers

Ce sont des anticorps immuns irréguliers car ils apparaissent suite a une stimulation
immunitaire et sont majoritairement de type IgG, ils peuvent étres soit : des hétéroanticorps,
dont ils sont synthétisés due a une hétéroimmunisation provoquée par exemple par des
vaccins, des allo-anticorps qui sont produits au cours des allo- immunisations provoquées par
un incompatibilité foeto-maternal ou d’une transfusion de produits sanguins ABO
incompatibles, ou bien des auto-anticorps qui sont exprimés en cas de maladies auto -

immunes. (Louati et al, 2008;Keita, 2010; Ayad, 2019)
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1.5. Détermination du groupe sanguin ABO

Le groupage sanguin ABO est une analyse immuno-hématologique systématiques tres
importante sur le plan clinique et permet la sécurité de 1’acte transfusionnelle.(Benoit, 2012)
C’est un examen pré-transfusionnel obligatoire qui permet de prévenir les risques d’accidents
immuno-hémolytiques au cours la transfusion de produits sanguins labiles (PSL).(Virginie et

al, 2008; Bhallil ef al, 2015)

1.5.1. Techniques et principe du groupage ABO

Ce test consiste a mettre en évidence l'antigéne globulaire par l'intermédiaire des
anticorps spécifiques ou des anti-sérums et les anticorps plasmatiques a 1'aide des hématies
tests qui ont une constitution antigénique bien connu, dont l'opération est basée sur une
réaction d’agglutination dite active et directe. Active car les Ag font partie naturellement de
GR et directe car les Ac utilisés sont des agglutinants complets ou multivalents de type IgM
provoquant l'agrégation des GR lors de leur contact avec leurs Ag spécifiques sans
I’intervention d’aucun artifice. En effet, une agglutination positive indique la présence de
I'antigéne correspondant a I'anticorps test (et l'inverse) et une réaction négative est
généralement le signe d'absence des antigeénes a la surface érythrocytaire (ou des anticorps
dans le plasma).(Dimitris, 1980)

Pour réaliser le groupage sanguin plusieurs techniques peuvent étre employées dont
chacune d'entre elles a ses propres limites et intéréts d’utilisation, permet eux on distingue : la
technique sur lame porte objet pour la microscopie, sur plaque de porcelaine blanche ou
d’opaline, technique en tubea essai, la technique sur microplaque, et technique en gel. (Wim

et Birgid, 2009;David et al, 2011)

1.5.2. Modalités de groupage sanguin

La détermination des groupes sanguins ABO s'effectue obligatoirement par deux
épreuves complémentaires qui permettent 1’identification simultanée des (Ag) globulaires et
les (Ac) plasmatiques d’un sujet donn¢é. La méthodologie du groupage doit étre réalisée sur
deux préléevements différents, par deux techniciens selon deux techniques différentes et avec

deux lots de réactifs différents. (Bhallil et a/, 2015)
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1.5.2.1. L'épreuve globulaire (épreuve de Beth-Vincent)

Cette épreuve permet la détection de la présence ou I’absence des agglutinogénes A et B
a la surface des hématies en utilisant les anti-sérums test : Anti-A, Anti-B, et Anti-AB.La
figure 4 illustre les trois réactifs utilisés dans ce test.(Dimitris, 1980;Roubinet et al, 2003;

Batavisoaniatsy, 2015)

Figure 4. Les antisérums test

1.5.2.2. L'épreuve sérique ou plasmatique (épreuve de Simonin)

Elle repose sur I’identification de I’agglutinine Anti-A et/ou Anti-B présent dans le
plasma d’un sujet a l'aide des hématies de contréle d’un phénotype connu : GR (Al), GR
(A2), GR (B), et GR (O) (Voire Annexe N°2). (Dimitris, 1980;Roubinet et al, 2003;
Batavisoaniatsy, 2015)
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Chapitre 02: Pathologies du systeme hématopoiétique
-Hémopathies malignes-

2.1. Définition des hémopathies malignes

Les hémopathies malignes sont des pathologies trés hétérogénes avec un degré
d'agressivité assez important qui affectent le systéme hématopoiétique dont 1’origine, les
caractéristiques, le type et le stade de cellules affectées, ainsi que la vitesse de progression

tumoral se différent d’un type a I’autre. (Rodriguez-Abreu et al, 2007;Claire, 2020)

Ces tumeurs malignes touchent les lignées myéloides et lymphoides responsables a la
génération de toutes les cellules sanguines, lorsque la prolifération maligne réside dans des
cellules matures elle est responsable d'hémopathies avec une progression lente dites
hémopathies chroniques et lorsqu’elle se développe dans des cellules immatures elle provoque
des hémopathies qui se progressent rapidement nommées hémopathies aigués. (Maynadié,

2011)
2.2. Classification des hémopathies malignes

En 2001, ’OMS a adopté une classification international pour les néoplasies
hématologiques en basant sur des études cliniques et biologiques, des résultats d’études
cytologiques, histopathologiques, immunohistochimiques, cytogénétiques et moléculaires,
puis en 2008 cette classification a été actualisé par I’OMS suite a 1'identification de certaines

entités mais la division initiale reste inchangée. (Jacques et al, 2008; Maynadié, 2011)

Selon cette classification (tab.2), les hémopathies malignes sont subdivisées en:
hémopathies myéloides qui se développent a partir les cellules de lignée myéloide,
hémopathies lymphoides ou lymphomes qui touchent la lignée lymphoide, les néoplasies
histiocytaires et des cellules dendritiques qui se développent a partir des précurseurs
monocytaires et histiocytaire de la moelle osseuse, et les mastocytoses qui affectent les

mastocytes.(Jacques et al, 2008)

Parmi les hémopathies myéloides on cite : les syndromes myéloprolifératifs chroniques
qui se caractérisent par la prolifération des cellules médullaires différenciées, et les leucémies
my¢loides aigu€s qui sont marquées par une prolifération rapide des cellules immatures ou

blastiques dont leur différenciation est bloquée.(Jacques et al, 2008;Maynadié, 2011)

Pour les lymphomes on distingue: les lymphomes hodgkiniens qui se caractérise par la

transformation maligne des cellules particuli¢res (cellule de Sternberg), et les lymphomes non
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hodgkiniens qui incluent les leucémies lymphoblastiques chroniques B et T.(Jacques et al,

2008; Maynadié, 2011;

Questel, 2011)

Tableau 2. Les principales entités des hémopathies malignes selon la classification de 'OMS
en 2001 (actualisé en 2008). (Nancy et al, 1999; Jacques et al, 2008; James W, 2010)

Hémopathies myéloides

Néoplasmes 'NeoplaSm.es Syndromes Leucémie myéloide
myéloprolifératifs myélodysplasiques / myélodysplasiques aigué (LMA)

yelop myéloprolifératifs yelocysplasiq g

v" Leucémie myéloide v Leucémie v' Cytopénie v LAM avec
chronique, BCR- myélomonocytaire réfractaire avec anomalies
ABLI1 positif. chronique. dysplasie non génétiques

v' Leucémie v Leucémie myéloide lignée. récurrentes.
neutrophile chronique atypique, v' Anémie réfractaire. | v AML avec
chronique. BCR-ABLI1 négatif. v" Neutropénie NPMI muté.

v Leucémie réfractaire. v LAM avec
myélomonocytaire v Thrombocytopénie CEBPA muté.
juvénile. réfractaire.

Lymphome
Les lymphomes non-hodgkiniens lymphome de Hodgkin
v Néoplag.mes v Néoplasmes a v" Néoplasmes a v Lyrppho‘me
lymphoides cellules T matures | hodgkinien a
. cellules B matures \ X .
précurseurs et a cellules NK prédominance
v leucémies v Leucémie lymphoide | v' Leucémie lymphocytaire nodulaire.
lymphoblastiques B. chronique. prolymphocytaire v" Lymphome
v leucémies v Leucémie v acellules T. hodgkinien classique.
lymphoblastiques T. prolymphocytaire a v' Leucémie v' Sclérose nodulaire
cellules B. lymphocytaire Lymphome de Hodgkin
v Lymphome splénique granulaire a grandes | classique.
de la zone marginale a cellules T.
cellules B.

Néoplasmes a cellules histiocytaires et dendritiques

v' Sarcome histiocytaire.
v Sarcome a cellules de Langerhans.
v Sarcome a cellules dendritiques folliculaires.
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Chapitre 03 : Matériel et Méthodes
3.1. Stratégie de travail

L’¢étude que nous avons entreprise est une rétrospective transversale réalisée sur des
¢échantillons du sang veineux qui ont été aimablement fournis par des services d’oncologie
pédiatrique et le service d'hémato-oncologie des adultes. Les patients présentent au diagnostic

un néoplasie hématologique.

Dans un premier temps, les prélévements de sang recueillis ont été centrifugés pour
séparer le culot globulaire au plasma. Tout d’abord, nous avons préparé¢ une suspension
globulaire avec deux concentrations différentes. Pour éliminer toute trace du plasma, des
protéines, des anticorps, des débris cellulaire, et obtenir des globules rouges sans

contaminants un lavage du culot globulaire est effectué par I’eau physiologique.

Ensuite, la détermination du groupe sanguin ABO a été réalisée par la technique
standard d’agglutination directe sur plaque d’opaline. Elle comportait les deux épreuves
simultanées (globulaire et sérique). Ces déterminations étaient encadrées par des témoins

Auto, Allo et AB.

Enfin, nous avons observé les résultats obtenus et voir qu’est ce qu’il y a une double
population, de polyagglutinabilité, d’agglutination faible ou de discordance entre 1’épreuve

globulaire et 1’épreuve plasmatique.
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Figure 5. Illustration schématique des étapes de groupage sanguin ABO
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Partie I : Travail pratique réalisé

3.2. Matériel biologique

Notre étude a porté sur 23 malades atteints d’hémopathie maligne. Elles sont de
différentes tranches d’age et des deux sexes. Les caractéristiques cliniques et pathologiques

des échantillons ont été recueillies aprés un traitement des dossiers médicaux.

Tous les prélévements ont été effectués dans le service d’oncologie. Ensuite les
échantillons ont été¢ conservés et transportés au laboratoire de Centre de Transfusion pour

faire le groupage sanguin (ABO).
3.3. Méthode de travail
3.3.1. Etapepréanalytique
v Prélévement sanguin

C’est un prélévement de sang veineux qui a été effectué au niveau du pli du coude par
des techniciens de laboratoire des deux services d’oncologie (pédiatrique et hématologique).
Le sang prélevé a été collecté dans un tube EDTA. Chaque tube a porté un code propre a
chaque patient pour faciliter le travail. Apres le prélévement, le sang total a été transporté dans
une glaciere (& +4°C), dont la température a ¢été vérifice a l'aide d’un thermometre.

(Rasamiravaka et al, 2011).
3.3.2. Etape analytique
3.3.2.1. Séparation du plasma et préparation des suspensions globulaires

Pour chaque échantillon nous avons préparé deux suspensions globulaires (10% et 5%)
selon le protocole recommandé par Rasamiravaka et al. 2011, dont nous avons apporté
quelques ajustements selon les instructions du laboratoire. Pour cela une centrifugation du
sang total a 3000 tr/min pendant 3 minutes a été effectué Silva, 2005, suivi d’un lavage du
culot globulaire par une solution de NaCl 0,9%. Puis les deux suspensions (10% et 5%) ont été

préparées selon la méthode de Leesha et Elizabeth, 2020.

Ensuite, les suspensions préparées et les plasmas sanguins ont été conservés a +4 C°
pendant une nuit (Rasamiravaka et al, 2011). Le groupage sanguin a été effectué¢ dans le jour

suivant.
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3.3.2.2. Groupage sanguin

Le groupage sanguin ABO a été réalisé par la technique standard sur une plaque
d’opaline et par les deux méthodes complémentaires. Dont il a été¢ fait deux fois par deux

personnes différentes.
3.3.2.3. L'épreuve globulaire

Pour mettre en évidence le type des antigénes exprimés a la surface des globules rouges
de chaque patient, nous avons utilisé¢ des anticorps monoclonaux Anti-A, Anti-B, et Anti-AB
d’un seul lot de réactif (Voir Annexe N°1). La procédure de la technique était réalisée selon

(Batavisoaniatsy, 2015; Doghmi, 2021)
3.3.2.4. L'épreuve sérique ou plasmatique

Par cette méthode, nous avons déterminé les anticorps naturels réguliers dans le plasma
des patients a grouper via I’utilisation des globules rouges testsA, B et O. La procédure de
cette méthode c’est la méme que celle de 1'épreuve globulaire (Batavisoaniatsy, 2015;

Doghmi, 2021)
3.3.2.5. Réalisation des trois témoins (Allo, Auto et AB)

Lorsque le groupage sanguin d’un patient donné est réalisé, la validation de son groupe
sanguin ABO oblige forcément une compatibilité entre les résultats donnés par les deux
méthodes complémentaires. Néanmoins, dans certains cas une contradiction entre les résultats
peut étre observée et dans cette situation l'interprétation et la confirmation des résultats est
impossible donc face a cette incohérence la question qui se pose est : comment résoudre ce

probléme ? Et quelle est la ou les causes possibles qu’ils provoquent ?

D’une facon générale, plusieurs probabilités sont constatés d'étres I’origine de cette
incompatibilit¢ mais avant de commencer a donner toute interprétation possible pour le
résultats il faut assurer qu’est-ce que la discordance observée est due a un défaut technique ou
non dont on commence a vérifier tous les étapes qui ont €té suivi durant la détermination du
groupe sanguin d'apres 1’acte de prélevement jusqu'a la réalisation de la procédure, car des
erreurs dans le prélévement peuvent provoquer une hémolyse ou méme une contamination des
échantillons, ainsi que 1’anticoagulant EDTA utilis¢ peut induit un changement
morphologique des globules rouges s’il est en exces par rapport au quantité de sang mis dans
le tube, de plus les réactifs ou le support technique (plaque, tube, microplaque,...) utilisés

peuvent €tre contaminés. Si aucun probléme technique est rencontré, on passe a vérifier les
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autres causes qui provoquent I’anomalie de 1’'une des épreuves et par la suite la discordance

entre les deux en effectuant les témoins suivants :

» Le témoin autologue (Auto) : qui permet de vérifier la présence des auto-anticorps
dans le plasma du patient a grouper dirigé contre ses propre GR. Les globules rouges dans ce
cas devient sensibilisé par ces anticorps ce qui provoque une anomalie de I'épreuve globulaire
et a l'aide a ce témoin on peut vérifier qu’est-ce que les GR sont auto-agglutinables ou

non.(Roubinet et al, 2003)

» Le témoin AB:ou réactifqui permet d’assurer que les GR du patient ne sont pas
agglutinés par d’autres Ac que les Acanti-A et anti-B. Si ce témoin est négatif, on confirme

1'épreuve plasmatique. (Roubinet et a/, 2003)

» Le témoin Allo : qui consiste a recherche sur des allo-anticorps anti-érythrocytaires
qui peuvent étre présents dans le plasma du patient a étudier dirigés contre les antigénes des
autre systémes du groupe sanguin porté par les GR que les antigénes Aet B ou méme contre
les antigénes du systtme ABO en cas d’une transfusion d’un produit sanguin incompatible.

(Roubinet et al, 2003)
La technique suivie (tab.3) pour réaliser les trois témoins est comme suite:

Tableau 3. Technique de chacun des témoins (Roubinet et al/, 2003)

Les témoins Auto AB Allo

Technique

1 goutte de plasma
de patient + 1 goutte
de GR de patient

1 goutte de plasma de
sujet AB + 1 goutte
d’hématies a tester

1 goutte de plasma a
tester + 1 goutte
d’hématies tests O

Partie Il : Etude synthétique des recherches réalisées sur le groupage ABO

3.4. Autres techniques de groupage ABO

Dans cette étude, nous avons essayé de rechercher les difficultés de groupage ABO dans
le syndrome lymphoprolifératif par la technique standard d’agglutination directe sur plaque
d’opaline, qui est un test qualitatif et peu sensible. Malheureusement, au cours de notre étude,
nous n’avons pas pu effectuer une détermination quantitative plus précise des antigénes ABO,
c’est a cause de 1'indisponibilité des techniques sensibles et fiables au niveau le laboratoire de

centre de transfusion sanguine.

Afin de présenter d'autres techniques permettant une identification efficace des
antigénes ABO, nous avons analysé quelques travaux qui sont fait le groupage ABO par des

méthodes ayant une sensibilité de détection assez élevée que le test d’agglutination direct.
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3.5. Matériel biologique

Nous avons choisis 3 études qui sont effectuées le typage ABO chez les malades atteints
d’hémopathie maligne, toujours dans le but de dépister le changement de groupage de ces

patients.

L'équipe de Tina et al.,(2001) a été fait ’analyse de 57 échantillons du sang des patients
diagnostiqués avec différents types de tumeurs myéloides malignes, dont 38 cas entre eux
présentent une leucémie myéloide aigué€, 6 sujets atteints de troubles my¢€loprolifératifs, et 13

patients souffrant de syndromes my¢lodysplasiques.

L'é¢tude de Rakul et al,(2017) a été apportée sur des échantillons de sang des deux
patients atteints de leucémie my¢éloide aigué (LAM). Le premier cas était une femme de 29
ans et le second était un garcon de 14 ans. Leur groupe sanguin d’origine était respectivement
groupe B et groupe A. Les deux patients ont recu un traitement d’induction de la LAM selon
le protocole 7+3 de la chimiothérapie. Cela comprend I’induction avec la cytarabine et la
daunorubicine qui ont ét¢ administrés pendant 7 jours, suivi d'une consolidation avec de la

cytarabine a haute dose administré durant 3 jours.

Le troisiéme travail choisis est de I’équipe Debasish et al.,(2019)dont il a été effectué
son ¢étude sur un seul cas, un échantillon de sang d’une femme de 60 ans atteinte de leucémie

aigué€ qui avait besoin d’une transfusion sanguin pour initier le traitement par chimiothérapie.
3.6. Méthode de travail

Dans les situations ou le groupage ABO d’un patient est suspect (discordance entre
I’épreuve globulaire et plasmatique, par exemple), il est impossible de déduire le groupe
sanguin. La détermination du groupe sanguin ABO nécessite alors des techniques plus

sensibles comme la technique d’adsorption-¢lution et lacytométrie en flux.
3.6.1. Technique d’adsorption-élution

Selon les études de Rakul et al.,(2017) et Debasish et al.,(2019), la confirmation du
groupe sanguin ABO chez les cas ¢étudiés dans les deux travaux a été effectuée par la méthode
d'adsorption-¢lution. Cette technique a été réalisée lors de la confirmation d’un groupe faible

(A faible, B faible,...) ou I’antigénicité ne s’est pas exprimée lors d’un groupage sur plaque.

L’équipe de Debasish et al.,(2019) d’abord a été effectué le groupage sanguin par la
technique d’agglutination en colonne sur gel de filtration en utilisant les antisérums Anti-A et

Anti-B( Ortho BioVue, Ortho Clinical Diagnostics, USA), mais le groupe sanguin était O par
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le typage direct, alors que par le typage inverse ou le typage sérum/plasma, il n'y avait qu'une
agglutination avec les cellules B (c’est le groupe A). Donc le groupage sanguin de cas étudié a
¢été suspect (A ou O). Un second typage a été réalisé par la méthode standard sur tube en
utilisant des Anti-A, Anti-B, Anti-D, Anti-Al lectine et Anti-H lectine (Tulip
DiagnosticsPrivate Limited, Goa, India). En plus, ils sont aussi recherchés la présence des
antigenes A et H dans la salive, c’est pour confirmer le phénotype érythrocytaire faible (A
faible). Dont les antigénes qui sont peu ou pas développés sur les hématies sont abondants
dans la salive des sujets sécréteurs. Ce sont des substances hydrosolubles dont 1’activité
sérologique est identique a celle des antigénes érythrocytaires et qui sont capables de

neutraliser les anticorps correspondants.

Alors que pour confirmer le groupe sanguin de cette patiente, la méthoded'adsorption-
¢lution est unetechnique sensible et reste la technique de référence. La méthode d'adsorption-
¢lution a été réalisée comme décrite dans le manuel technique American Association of blood
Banks, (2011). L’absorption des globules rouges a été effectuée avec l'anti-A polyclonal
(source humaine) a 4°C pendant 1 heure pour faire fixer les anticorps sur leurs antigeénes
spécifiques s'ils sont existants.Dontles anticorps en exces, et non fixés sur l'antigéne
correspondant ont été €liminés par plusieurs lavages successifs avec le sérum physiologique.
Alors que le détachement des anticorps adsorbés sur les GR a été réalisé a 56°C pendant 10

min (I'¢lution thermique).

Afin d’identifier correctement le groupe ABO et de détecter le types d'antigénes
exprimés a la surface des globules rouges des patients analysés, les anticorps élués ont été

testés et mis au contact avec un panel érythrocytaire (A, B et O).
3.6.2. Méthode de cytométrie en flux

La cytométrie en flux (CMF) est une méthode d’analyse qui permet, a grande vitesse
(plusieurs milliers d’événements par seconde), de caractériser et compter des cellules en
suspension dans un flux liquidien. L’interaction de ces éléments avec la lumiére émise par une
ou plusieurs sources lumineuses (lasers en général) permet de caractériser les cellules selon
différents critéres tels que 1’expression de molécules de surface (souvent nommées CD pour
cluster of differentiation) généralement révélées par un composé fluorescent couplé a un

anticorps monoclonal dirigé contre le CD d’intérét.(Zafrani et Monneret, 2017)

A propos de l'expérimentation menée par Tina et al,(2001) la détection correcte des

antigénes ABH ainsi que leur degré d'altération chez des patients atteints de tumeurs
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my¢loides, a été effectué par la méthode de cytométrie en flux. Cet équipe a été effectué cette

méthode comme suit :
1. Préparation de globules rouges sphériques fixés au formol

Pour la préparation des globules rouges sphériques fixés au formol, le groupe de Tina et

al.,(2001) ont suivi la méthode qui a été publiée par Langlois et al.,(1990).

Tout d’abord, 100 puL du sang total a été ajoute a 1 ml de «routine staining buffer (RSB)
(Isoton II [Coulter, Hiealah,FL], 1% de sérum de veau feetal, 0,1% de NaN; pH 7,2) et
contient 0,005% de dodécyl sulfate de sodium (SDS). Apres incubation pendant 1 minute, 10
ml de solution de fixation contenant 3 % de formaldéhyde et 0,001 % de SDS ont été ajoutés
au mélange, le mélange a ét¢ incubé a température ambiante pendant 1 h 30 min. Puis, 0,7 ml
de formaldéhyde a été ajouté et le tube a ét€ posé sur le coté et laisse incuber pendant une nuit
a température ambiante pour la fixation des cellules.Ensuite les spheres ont été récupérés par
un procédé de filtration a travers une membrane de 0.45 um, et lavées deux fois dans un
tamponSSB (spherical staining buffer) (0.15 M NaCl, 0.0072 M Na,HPO,4, 0.0028 M
NaH,PO4, 5 mg/mL BSA, 0.01% Nonidet P40, pH 7.2). Finalement, les cellules fixées ont été

remises en suspension dans 5 mL de SSB.

La filtration de toutes les solutions a été faite a travers des membranes de 0,45 um pour
¢liminer les particules qui pourraient interférer avec la cytométrie en flux, assurant par la suite
la fiabilité des résultats. Une numération des globules rouges sphérique a été effectuce

utilisant un 1’analyseur d'hématologie a haut volume COULTER STKS.
2. Analyse par cytométrie en flux des antigenes ABH

L'analyse par cytométrie en flux a été réalisée sur un Coulter Epics Profile II
L’immuno- marquage des globules rouges fixées au formol a ¢été effectué par des
anticorps/lectines appropriés, dont il a été réalisé dans un volume total de 100 uL de SSB

pendant 15 minutes a température ambiante.

Les lectines lyophilisés d’Ulex europaeus (UEA-I), détectant I’antigéne H, sont
conjugués au L'isothiocyanate de fluorescéine (FITC) (Sigma, St Louis, MO) et ils sont été

resuspendus dans un tampon RSB pour former une solution mere a 0.5 mg/mL.

Alors que pour la lectine (Helix pomatia) lyophilisée, détectant I'antigéne A, a été
conjuguée soit au FITC soit a la biotine (Sigma), elle a été remise en suspension pour préparer

une solution mére a 0,25 mg/ml.

19



Chapitre 3 Matériel et Méthodes

Concernant les antigeénes B, ils ont été identifiés a 1'aide des anticorps monoclonaux de
souris (Novaclone anti-B blood grouping reagent; Dominion Biologicals, Dartmouth, NS,
Canada) et goat F(ab’)2 anti-mouse immunoglobulin G (IgG) conjugué au
Phycoerythrin(Caltag, Burlingame, CA). Les cellules ont ¢été lavées deux fois avec du SSB

avant l'incubation avec chaque anticorps/lectine, ainsi que, avant l'analyse en flux.

Cependant, des échantillons normaux pour des patients sains ont été utilisés comme
références pour déterminer s'il y avait un changement dans 1'échantillon de patient analysé par

rapport a 1’échantillon normal.
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Chapitre 04 : Résultats et Discussion

Partie 1
4.1. Résultats

4.1.1. Population d'étude

Les patients inclus dans cette étude ont été subdivisés en plusieurs sous-groupes selon

différents facteurs.
4.1.1.1. Selon I’age et le sexe

Apres I’analyse des différentes tranches d’age de 23 patients (tab.4), on constate que
I’age moyen des patients est de 22 ans, avec des extrémes allant de 4 ans a 66 ans. Les adultes

étaient les plus représentés dans notre échantillon avec un pourcentage de 57%.

Tableau 4. Distribution des patients selon 1'age.

Le groupe Intervale d'4ge (ans) | Nombre de patients
Enfants [0-17] 10
Adults [18-66] 13

Pour le sexe, la figure 6 montre que nous avons eu une prédominance de sexe féminine

avec 57% de la totalité de notre échantillon.

0%

57%

H Mal femelle

Figure 6. Représentation graphique des pourcentages de distribution des patients selon le
sexe.

4.1.2. Les Données des diagnostics de syndromes lymphoprolifératifs

Apres traitement de dossiers médicaux des patients inclus dans notre étude, la figure 7

résume les différents types des hémopathies malignes diagnostiqués avec leur fréquence dans
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la population d'étude, dont nous avons trouvé que les leucémies aigués lymphoblastiques de
type B et les leucémies myéloides aigués étaient les plus rencontrés dans la population d'étude
et représentent respectivement 43% et 22% des cas totale. Les autres types qui restent sont
présentés en faible pourcentage dont la leucémie aigu€ lymphoblastique de type T était le plus

faible 4%

0%

Pa
\d

B Jlymphomes non hodgkiniens B hodgkin
¥ Jeucémie myéloide B leucémie aigué lymphoblastique B
leucémie aigué€ lymphoblastique T ™ my¢lome multiple

Figure 7. Pourcentages de distribution des différents types des hémopathies rencontrées chez
la population d'étude.

4.1.3. Les données de transfusion sanguine et de la chimiothérapie

D’aprés les données cliniques, la majorité des patients avaient bénéficié d’une
transfusion du sang, dont le patient (N° 13) était le plus transfusé (17 fois). Alors que, les

quatre patients (N° 11, 12, 21, et 22) n'avaient bénéfici¢ d’aucune transfusion.

Tableau 5. Données cliniques de la transfusion sanguine

Pas transfusé | Transfusé 1 fois | Transfusé 2 fois Poly:ra;l)sfusé
>
Nbr des patients 04 03 03 13

Pour la chimiothérapie, le patient (N°4) a regu un traitement par chimiothérapie (27
séances). Alors que, six patients (N° 8, 18, 20, 21, 22 et 23) ont regu une seule seance de

chimiothérapie.
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4.1.4. Résultats de groupage sanguin ABO

Aprés D’analyse de groupage ABO (tab.6), en vue de dépister des difficultés de
groupage ABO, aucune double population, ni de polyagglutinabilité, ni d’agglutination faible,
ni de discordance entre les deux épreuves n’ont été détectées chez 19 patients (83%). Par
ailleurs une discordance a été retrouvée chez 4 patients (N° 17, 19, 21, et 22) 17% des cas

(voir la fig N° 8). Les résultats trouvés sont représentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 6. Le groupe sanguin ABO antérieurement connu et apres les résultats de notre

analyse

Le Epreuve globulaire Epreuve sérique

groupe 1" essai 2™essai 1" essai 2™ essai

Les §angui.n
échantillons ap:le rtir Anti | Anti | Anti | Anti | Anti | Anti gﬁ gﬁ gﬁ t((;eg gg t(ig
dossier A B AB A B ABA B O | A B | O
médical

1 o - - - - - -+ |+ -+ ]+ -
(0) (0 (0) (0

) P S I I I I I S I R S P I
B B B B

. o =TTl -T-T-[+[+[-]+T+]-
(0] (0] (0] (0]

. o - -l - 1 -1-[T-]+[+[-[+]+]-
(0] (0] (0] (0]

: s = l-T+ |+ - T+ l-T+T-1-T+]-
A A A A

) O P P B S P R S R RS R
(0] (0 (0) (0

: W [F -+ [+ -+ [-T+]-[-T+I"
A A A A

. O P P B S P R S R RS R
(0] (0] (0] (0]

) P P I I A N A S S S S R
(0] (0] (0] (0]

- O I P P S P RS E S R RS E
(0] (0] (0] (0]

i A + | -+ |+ ] -]+ -]+]-1-71+]-
A A A A

- N S N S S EE P
A A A A

PR I I U R I B B S S e R
(0) (0 (0) (0

> P P P S P R E S R RS R
(0) (0 (0) (0

15 A + | -+ |+ ] -]+ -]+]-]-1]+]-
A A A A
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16 AR + |+ |+ |+ ]+ |+ ] -]-]1-1-1]-]-
AB AB AB AB
p [ F -+ [ +T-[+[-T-T-[-T-1-
A A AB AB
T -T-[-T-T-1-T-T-[-T-1-
18 0 [0) [0) [0) [0)
-+ + ] -+ + ] H ]+ + ]+ ]+
19 B B B [0) [0)
. o ST - -T-T-l+T+T-[+T+]-
[0) [0) [0) [0)
. o [l -T-1-T-T-[+T1-T-[+T-T-
0) [0) B B
- o T -T-[-T-T-[+T-T-1+T-1-
0) [0) B B
’3 A + | -+ |+ ] - |+ ] -]+]-]-]+]-
A A A A
(+) : La présence d’agglutination (-) : L’absence d’agglutination

La présence d’une discordance
B [ ’absence d’une discordance

Figure 8. Distribution des patients selon la cohérence des deux épreuves en %

Il faut signaler que, dans ces résultats, nous avons retrouvé un seul cas (patient N°5)

d’agglutination faible.

Pour confirmer les résultats de groupage, nous avons répété 1’analyse deux fois afin de
confirmer le groupe sanguin obtenu pour ce patient. Les résultats ont été les mémes que ceux
trouvés pour la premiere fois. Nous avons vérifié I’aspect des sérums tests, leur date de
péremption, leur conformité d’activité et vérifier aussi I’aspect des hématies tests, et méme
I’absence de I’altération de 1’échantillon de sang a tester. Nous avons évité toutes fausses

agglutinations par les lavages répétitifs des globules rouges.

Dans un 3¢éme temps, nous avons pratiqué les 3 témoins (Allo, Auto, et AB) qui

valident 1’épreuve globulaire et I’épreuve sérique. Les témoins réalisés pour chaque groupage
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sanguin étaient négatifs pour les 19 patients qui n’ont pas une discordance entre les deux

épreuves.

Alors que, pour les cas qui ont représenté une discordance entre les deux épreuves
(N°17, 19, 21, et 22), les témoins (tab.7) ont été négatifs a 1’exception du patientN° 19 le

témoin Allo est positif.

Tableau 7.Résultats des témoins : Allo, Auto, et AB pour les échantillons qui ont représenté
une discordance.

] . Les témoins

Les échantillons Auto Allo AB
17 - - -
19 - il -
21 - - -
22 - - -

(+) : La présence d’agglutination (-) : L’absence d’agglutination

Partie 11

4.2. Résultats des autres études

4.2.1. L’analyse par les techniques sérologiques

D'apres 1'étude de Rakul et al, (2017) le groupage sanguin par la méthode standard n’a
pas pu identifier précisément le groupe sanguin ABO chez les deux patients étudiés, les

résultats sont résumés dans le tableau N°8.

Tableau 8. Groupe ABO des patients étudi¢ selon la méthode standard d’agglutination.Rakul
etal., (2017)

Réaction avec les Anti-sérums tests | Réaction avec des globules rouges tests
Patients |\ i A | Anti-B | Anti-AB A B 0
1 - - - + - -
2 - - - - + -

(+) : Présence d’agglutination (-) : Absence d’agglutination

Comme le montre le tableau précédent, les résultats des deux tests étaient incohérents
entre eux. Le groupe sanguin des deux patients s'est avéré étre le groupe O par le test
globulaire, tandis que le test plasmatique a révélé la présence des anticorps Anti-A chez le

patient N°01 et des anticorps Anti-B chez le patient N°02.

D’autre part, I’analyse des échantillons par la technique d'adsorption-¢lution a permet

de confirmer le groupe sanguin chez les deux patients (Tableau N°9). Dans le premier cas,
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I'éluant a montré des résultats positifs avec les globules rouges B et une réaction négative
avec les globules rouges O, indiquant ainsi la présence de I'antigéne B sur les globules rouges
du patient N°0O1. Dans le second cas, il a eu une réaction positive avec les globules rouges du
groupe A uniquement, notant la présence des antigenes A a la surface des globules rouges du
patient N°02.

Tableau 9. Groupe sanguin des deux patients obtenu par la technique d’adsorption-
¢lution.Rakul et al., (2017)

. Réaction de I’éluant avec des globules rouges controle
Patients
A B 0)
1 - + -
2 + - -
(+) : Présence d’agglutination (-) : Absence d’agglutination

I’équipe de Debasish et al., (2019) a été effectué un groupage ABO du patient étudié par
la technique d’agglutination en colonne sur gel de filtration, une discordance ABO a été
rencontré (voir la figure N° 9), dont selon le résultat du test direct, il est constaté que le
groupe sanguin du patient était groupe O, alors que celui du test indirect a montré la présence
d'agglutination avec des globules rouges B. Par conséquent, le groupe sanguin n’a été pas

confirmé a I’aide de cette technique.

Figure 9. Groupe sanguin du patient étudié par la technique d’agglutination sur colonne.
(Debasish et al., 2019)

Les résultats obtenus apres la répétition du test direct en tube, sont mentionnés dans le
tableau suivant.

Tableau 10. Résultats obtenus par le test en tube. (Debasish et al., 2019)

Anti-A Anti-B Anti-A1l Anti-AB Anti-H

0 0 0 +2 +4

(0) : Absence d’agglutination (+2) : Faible agglutination (+4) : Forte agglutination
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Le groupe ABO de ce patient a été suspecté d'étre groupe A. En effet, les globules
rouges de ce patient ont donné une faible agglutination en présence des anticorps Anti-AB
bien qu'il n’y ait pas eu une agglutinationavec les anti-A méme apres incubation a 4°C

pendant 1h.

Tandis que, apres le typage sanguin par la technique d'adsorption-élution, I'éluant a
démontré la présence d’agglutination avec les globules rouges A uniquement, les résultats du

test avec les globules rouges B et O étaient négatifs.

Donc, d'apres ces résultats, il a été possible de confirmer le groupe sanguin chez le
patient étudié, en tant que groupe A. De plus, la recherche des antigénes solubles dans la
salive a permis d'identifier des substances A et H chez ce patient, confirmant par son tour les

résultats de la méthode d'adsorption-¢élution.

4.2.2. Analyse par cytométrie en flux des antigénes ABH

Selon Tina et al., (2001) I’analyse en flux par immunophénotypage a démontré une
variation dans le statut d’expression des antigénes ABH chez des patients atteints de tumeurs
my¢loides malignes, les données de diagnostic de la population étudiée au cours de ce travail,
ainsi que les résultats obtenus, sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 11. Le groupe sanguin ABO et le diagnostic des patients analysés avec 1’altération
des antigenes ABH révélée par cytométrie en flux. (Tina et al., 2001)

Diagnostic Groul?e Perte de A Perte de H Perte de A Aucune totale
sanguin ou B ouBetH perte
A,B 3 3 2 8 16
AML 0 NA 6 NA 16 22
A, B, AB 1 1 0 3 5
MPD 0 NA 0 NA 1 I
A, B, AB 4 1 1 2 8
MDS 0 NA 0 NA 5 5
Totale 8 11 3 35 57

LAM : leucémie aigué¢ myéloide, MPD : trouble myéloprolifératif, LMC : leucémie myéloide chronique, et
SMD : syndrome my¢élodysplasique. NA (non détectable) fait référence au groupe sanguin O ou la perte des
antigénes A ou B n'a pas pu étre évaluée.

L'altération des antigénes ABH chez la population étudiée a été évaluée par mesure de
la fluorescence émis par le fluorochrome conjugué aux anticorps/lectines dans chaque
échantillon analysé, suite a la fixation de I’anticorp/lectine sur l'antigéne correspondant. La
perte des antigénes a été traduite par la réduction totale de la fluorescence en comparaison

avec la population normale qui a été utilisée comme référence.
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Parmi la totalité des échantillons analysés, la perte de 'antigéne H a été détecté chez 11
cas, 9 patients entre eux atteints de leucémie myé¢loide aigué, 1 patient atteint de trouble
my¢loprolifératif, et 1 patient souffre de syndrome myélodysplasique. Sur ces 11 cas, 6
patients ont été¢ de groupe O, et 5 ont été de groupe A, B, ou bien AB. En ce qui concerne la
perte de l'antigéne A ou B, elle a été observée chez 16 sujets sur 57 cas qui avaient étudiés,
parmi eux 8 patients diagnostiqués avec une leucémie aigué myéloide, 6 patients avec un

syndrome my¢élodysplasique, et 2 cas avec des troubles myéloprolifératifs.

D'apres les résultats obtenus, 6 patients des 28 patients de groupe O qui ont été étudiés,
avaient présenté une perte d’antigénes H, cela a été observé comme une réduction totale de la
fluorescence de lectine (Ulex europaeus)qui permet la détection de I'antigéne H, conjugue a

l'isothiocyanate de fluorescéine.

La perte des antigénes A ou B sans perte des antigenes H a ét¢ montré chez 8 des 29
patients qui ont un groupe A, B, ou AB, dans lequel la diminution ou la perte de ces antigénes
a été corrélé a une augmentation significative des antigenes H. Les profils de la fluorescence
ont montré 1’absence de la fluorescence de lectine (Helix pomatia) (qui détecte les antigénes
A, conjugués a la biotine) et de coloration des cellules en présence des Anti-B (conjugués au
Phycoerythrin) chez certains échantillons, dans des autres, il a détecté la présence des

antigeénes H.

D’autres parts, la perte des antigénes A ou B chez 5 des 29 patients A, B ou AB ¢était la
conséquence de la perte des antigenes H, car la population de globules rouges a donné moins
de fluorescence de lectine (Ulex europaeus). Ainsi que d’autres cellules ont marqué une
diminution de la fluorescence de lectine (Helix pomatia)sans aucune augmentation de la

fluorescence de lectine (Ulex europaeus).

De plus, 3 patients parmi les 29 patients A, B, ou AB, ont eu a la fois une perte des
antigenes A/B et des antigénes H. Les cellules n’avaient présenté aucune fluorescence de lectine

(Helix pomatia), et méme en présence des Anti-B.
4.3. Discussion

Notre étude réalisée dans les services d'hémato-oncologie adulte et pédiatrique avait
pour but de dépister des difficultés de groupage au cours des syndromes lymphoprolifératifs.
A cet effet, les patients porteurs d’un syndrome lymphoprolifératif durant la période d’étude

avaient fait I’objet d’un contrdle de leur groupe sanguin ABO antérieurement connu.
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Parmi les 23 échantillons quand on a analysé, les résultats de groupage sanguin ABO de
19 patients ont ét¢ normaux sans aucune discordance observée entre les deux épreuves. Aussi,
ni de double population, ni de polyagglutinabilité, ni d’agglutination faible ont été observés

malgré qu’il y a des patients polytransfusés et ils ont recu untraitement par chimiothérapie.

Parmi ces 19 patients, une faible agglutination a été visualisée chez le patient N°5 avec
les trois témoins négatifs. Pour ce patient, les résultats de groupage ont été normaux avec une
nette cohérence entre les deux épreuves dont, son groupe sanguin est trouvé groupe A.
D'apres ces résultats, on peut constater que la faible agglutination n’a été pas a cause de la
tumeur et on peut expliquer ce résultat par la probabilité que ce patient peut étre apparenté au
sous groupe (A) faible (peut étre groupe A2). En effet, les globules rouges de type A2
expriment a leurs surfaces les variants antigéniques A2 avec une quantité moins faible que les
globules rouges A1.Car, tous les antigenes H sont masqués a la surface des globules rouges de
type Al mais au contraire dans le cas de A2 les antigenes H se persistent. (Cartron et al.,
1974 ; Cartron, 1976; Shamee et Sudha, 2010). Cependant, nous avons effectu¢ I’analyse par
la technique standard (kit de groupage ABO).Donc, nous n’avons pas pu confirmer le groupe
sanguin de ce patient, ¢’est a cause du manque des réactifs et des techniques de détection plus

sensibles au niveau le laboratoire de CTS.

Chez les patients (N° 17, 19, 21, et 22), nous avons trouvé une discordance entre les
deux épreuves avec les 3 témoins négatifs. A l'exception du patient (N° 19), le témoin Allo a

été trouveé positif.

Le patient (N° 19) est un homme de 35 ans, atteint d’une leucémie aigué
lymphoblastique de type B. Il a bénéficié de la transfusion sanguine (11 fois). La discordance
ici peut expliquer par la présence des Allo anticorps dans le plasma du patient (d’allo
anticorps irréguliers) capables de réagir avec d’autres (Ag) portés par les GR tests, que les
Ag-A et les Ag-B. Le patient est un sujet polytransfusé alors, il est possible qu’il avait regoit
une transfusion a partir d’un patient non-isogroupe dont les globules rouges de donneur
exprimant un antigéne absent a la surface des globules rouges de ce patient, cela est traduit
par la production des anticorps dite immuns et irréguliers dirigés contre cet antigene. Donc le
résultat de 1'épreuve sérique n’est pas validé et cette discordance est induite par I’allo-
immunisation post-transfusionnelle et ce n’est pas a cause de changement de groupe sanguin
ABO chez des patients atteints de syndrome myélodysplasique. (Zalpuriet al., 2012 ; Everset
al., 2016).
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Concernant les résultats de groupage ABO des 3 patients (N° 17, 21, et 22) qui ont une
discordance entre les deux épreuves avec les trois témoins négatifs. Cette discordance entre
I'épreuve de Beth-vincent et I'épreuve de simonin peut étre expliquée par la modification du

groupe sanguin ABO au cours les hémopathies malignes.

En effet, les néoplasies hématologiques peuvent influencer sur les antigénes ABH par
deux facons, soient elles provoquent I’affaiblissement antigénique dont le nombre des
antigénes A et/ ou les antigénes B exprimés a la surface des globules rouges va étre diminué
par rapport a leur nombre dans les situations normal.Ou bien, elles provoquent la suppression
totale des antigénes portés par les globules rouges. (Ayres et al., 1966; Salmon, 1978; Tina et
al.,2001)

Le patient (N° 17) est un homme de 59 ans, atteint de myélome multiple et il a bénéficié
d’une seule transfusion sanguine. Son groupe sanguin est trouvé groupe A a ’aide de
I'épreuve de Beth-Vincent. Tandis que, il estde groupe AB selon I'épreuve de Simonin. Cette
discordance peut étre expliquée par le changement du groupe sanguin ABO chez ce patient a
cause de la tumeur. Peut-étre le groupe sanguin original de ce patient a ét¢ AB,alors que le
my¢lome multiple a entrainé la perte totale ou partielle (affaiblissement) des antigénes B. Des
¢tudes similaires réalisées par I'équipe Supinun et Pimol (1978) et 1'équipe Waleed et Sadiq
(2020) sur des patients atteints de néoplasies hématologiques, ont démontré I'altération des

antigénes B chez des patients ayant un groupe AB.

Mais on ne peut pas confirmer ¢a, qu’apres la réalisation des techniques sensibles qui
permet I’identification des antigénes ABH, comme la cytométrie en flux ou adsorption-

¢élution, etc.

Le patient (N° 21) est une femme de 66 ans, atteint de myélome multiple et elle n’a pas
bénéfici¢ d’aucune transfusion. Le groupe sanguin de cette femme est de groupe O d‘apres
I’épreuve globulaire, alors que les résultats de 1'épreuve plasmatique a montré la présence des
anticorps Anti-A dans son plasma, c’est-a- dire que son groupe sanguin est B. cette

discordance peut étreexpliquépar 1'altération des antigénes B par les processus tumoraux.

Concernant le patient (N° 22), est un homme de 21 ans, souffrant d’une leucémie
my¢loide aigué et il n’a pas bénéficié d’aucune transfusion. Les résultats de I'épreuve
globulaire ont indiqué que il est de groupe O, tandis que le groupage sanguin par 1'épreuve
plasmatique étaientde groupe B. Peut-étre expliquer cette discordance par la perte ou

l'affaiblissement des antigénes B durant la leucémie.
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Des études similaires ont été trouvé un changement du groupe sanguin chez des sujets
souffrant d'hémopathies malignes avec un groupe original B, dont ils ont détecté la perte
totale des antigénes B chez certains patients et I’affaiblissement antigénique chez d’autres cas.

(Mia et al., 1962; Tina et al., 2001).

Des autres études ont montré et confirmé l'altération des antigénes ABH au cours ces
néoplasies, dont ellesont été observés majoritairement dans les leucémies myéloblastiques et
elles ont trouvés 1’antigeéne le plus touché par le processus tumoral qui a été¢ I’antigéne A.
(Van et al., 1957; Goldet al, 1959; Hoogstraten et al., 1962; Ayres et al., 1966; Starli et
Fernbac, 1970; Thielet al., 1985 ; Xiros etal., 1987; Debasish et al., 2019)

Apres 1’analyse de nos résultats, nous avons trouvé des difficultés de groupage ABO
chez quelques patients. Cependant, on ne peut pas confirmer est ce que vraiment la tumeur qui
a entrainé le changement du groupe sanguin ABO par un affaiblissement ou perte totale des
antigénes ABH, c’est a cause de l'indisponibilité des technique sensibles qui permettant une
¢tude quantitative du statut d’expression de ces antigénes. En plus, la taille de notre
échantillon est faible, donc on peut ne pas obtenir des conclusions assez fiables durant cette

étude.

En outre, nous avons fait le groupage ABO par la technique standard d’agglutination
directe sur plaque d’opaline qui comprenait les deux méthode complémentaires (test de Beth-
Vincent et test de Simonin), il s’agit d’un test qualitatif couramment utilisé dans les centres de
transfusion sanguine, I’avantage de cette technique réside dans la simplicité de sa procédure et
sa rapidité surtout en cas d’urgence, car elle n’exige pas d'équipements sophistiqués.
(Ottenberg, 1983 ; Malomgré et Neumeister, 2009). Cependant, ce test présente certaines
limites, dont il expose les manipulateurs aux risques de contamination en cas des échantillons
infectieux (Sangjaroen et al., 2018).L'inconvénient le plus important a prendre en compte,
c’est qu’en termes de sensibilité, cette méthode est peu sensible, ce qui ne permettra pas la
détection des phénotypes ayant une faible fréquence antigénique a la surface membranaire.De
plus, le test de Simonin permet de détecter uniquement les anticorps complets ayant une
capacité d’agglutination directe (IgM), par contre la présence des anticorps incomplets qui
sont de type IgG ne peut pas €tre détectée dans les sérums ou les plasmas des patients par

cette technique (Malomgré et Neumeister, 2009).

Au cours des hémopathies malignes, le groupe sanguin ABO est susceptible de subir
une modification dont, il existe suffisamment de preuves qui confirment que ces prolifération
tumorales provoquent l'altération des antigenes ABH.(Yokoyama, 1969 ; Salmon et al., 1984 ;
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Lopez et al., 1986) La détection de cette variation tant sur le plan quantitatif que qualitatif,
fait appel aux techniques quantitatives, spécifiques, et sensibles. Afin de mieux présenter
notre travail, nous avons fait une comparaison entre les techniques de typage par rapport a la

technique standard que nous avons utilisée dans notre étude.

Dans les deux travaux de Rakul et al.,(2017) et Debasish et al.,(2019) ils n'ont pas pu
confirmer le groupe sanguin des échantillons analysés au moyen de la technique standard
d’agglutination, et méme apres avoir utilisé la technique d’agglutination sur colonne (gel de
filtration) et celui en tube a essai.Bien que ces deux derniers aient une sensibilité plus élevée
que la technique sur plaque d’opaline.(Lapierre etal, 1990 ; Malyska et Weiland, 1994 ;
Tiwari et al., 2019 ; Shah et al., 2021)

Le groupe sanguin ABO a été confirmé dans les deux études en utilisant la technique
d'adsorption-¢lution. Cette technique est trés sensible, trés spécifique, et permettant une
identification correcte mieux que les autres techniques décrites précédemment. (Ramnarayan

etal, 2013)

Cette analyse n'est utilisée que lorsque la détermination du groupage sanguin ABO n'a
pu étre réalisée par les techniques de routine du laboratoire. Le principe général de cette
méthode repose d’un part sur la fixation d’agglutinines spécifiques sur les agglutinogénes
correspondants, s’ils sont présents a la surfaces des globules rouges, et d’autre part, sur
I'élution des anticorps adsorbés a haute température, car la liaison antigéne-anticorps est une
liaison réversible, avec une constante d'association dépend de divers paramétres, notamment
de la température. En présence de l'antigéne approprié, les anticorps se fixent a la surface
cellulaire et par la suite aprés que 1'éluant est testé avec le panel érythrocytaire et donne une
réaction positive cela indique que les cellules a étudiés portent le méme type d’antigéne des
cellules de control. (Pereira et al., 1969 ; Crainic et Barres, 1983 ; Kobayashi et al., 1999 ;
Ramnarayan et al., 2013)

En effet, la technique d'adsorption-¢lution a été un moyen pour confirmer les résultats
de typage ABO aprés avoir rencontré une incohérence réactionnelle, car cette méthode a le
potentiel d'identifier les sous-groupes ABO faibles qui ont une fréquence antigénique plus
faible. (Shafiq et Karim, 2015 ; Subramaniyan, 2016 ; Vala et al, 2017 ; Das et al, 2018 ;
Mohammadi et al., 2018 ; Mishra et al., 2019 ; Jain et al., 2020)

En général, la technique d'adsorption-¢lution a une certaine sensibilité de détection,

mais elle n'a pas permis d’identifier avec précision I'état des antigénes ABH chez les patients
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souffrant de néoplasies hématologiques. C'est 1'une des limites de cette technique. En plus,
selon Dean-El et Quraishy (2019) I'élution thermique peut conduire a une hémolyse des
globules rouges soit a analysé, soit le panel érythrocytaire (de test), de sorte que la chaleur

peut dénaturer les membranes cellulaire et affecter les antigénes de groupe sanguin.

Alors que 1'é¢tude menée par Tina et al, (2001) 'altération des antigénes ABH dans les
cas de tumeur myéloide malignes, a été détecté par la cytométrie en flux, ce qui a permis de
dépister I’influence de la tumeur sur la stabilité¢ des antigénes ABH, qui a ét¢ traduite par leur

perte totale chez certains patients.

La cytométrie en flux est une technique objective, sensible et quantitative qui permet de
mesurer simultanément et trés rapidement plusieurs parameétres sur une suspension de
particules. Ces propriétés font de la cytométrie en flux une technique particulierement adaptée
a l’analyse des populations cellulaires complexes, des événements rares et aux études
quantitatives. (Gane, 2002; Autissier, 2010; Zafrani et Monneret, 2017 ; Finot et al,
2019)L utilisation de cette technique dans le phénotypage ABO a donné des résultats tres
satisfaisants et fiables. Son principe de base est simple, les cellules en suspension passent une
a une devant un ou plusieurs faisceau laser et des détecteurs captent des signaux de
fluorescence émise par un anticorps couplé a un fluorochrome et qui se lie spécifiquement au
antigéne a détecté, dont la fluorescence est proportionnelle a la fréquence d’expression de ce
dernier. (Gane, 2002 ; Hult et Olsson, 2010 ; Adan et al., 2017 ; Zafrani et Monneret, 2017 ;
Bakdash et al, 2018 ; Sawant, 2019)

Donc cette technique permet d’évaluer si une molécule est présente a la surface de telle

ou telle cellule et également de donner 1’intensité de son expression.

Dans des autres études, les chercheurs ont confirmé ’efficacité de cette technique pour
déterminer la fréquence de changement des antigénes ABH dans les hémopathies malignes.
Dont, ils ont étécapables de déterminer qu’est-ce que la tumeur a entrainé la perte totale ou
partielle de ces antigénes.De plus, ils ont étécapables d'identifier correctement le phénotype
cellulaire. (Bianco-Miotto et al., 2009 ; Hult, 2018 ; Chenna et al, 2019 ; Xu et al, 2019 ;
Cooper et al., 2020 ; Hayakawa et al, 2020 ; Matzhold et al, 2020 ; Tokodai et al, 2020 ;
Maracaja et al., 2021)

La cytométrie en flux est une technique de choix pour étudier I’impact des tumeurs

hématologiques sur les antigenes ABH chez les patients concernés.
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Nos résultats ont mis en évidence des difficultés de groupage ABO au sein d’une

population de patients Algériens, atteints de néoplasies hématologiques.

D’apres nos résultats, il y a une discordance entre les deux épreuves de groupage ABO
(globulaire et sérique) dans quelques échantillons. Mais, nous n’avons pas pu ni identifier
l'altération des antigenes ABH, ni d’évaluer leur expression membranaire. C’est a caused’un
manque des techniques de phénotypage plus sensible et plus précise au niveau notre

laboratoire.

Alors que, apres une étude analytique des autres travaux sur la recherche des antigénes
ABH chez les patients atteints une hémopathie maligne.Nousavons conclu que I'utilisation de
la cytométrie en flux permet de préciser la conséquence des tumeurs hématologiquessur la

stabilité des antigénes ABH.

Par conséquent, la modification éventuelle du groupe sanguin ABO au cours des
hémopathies malignes pose des problémes plus ou moins graves chez les patients porteurs de
ces tumeurs, donc une surveillance continue du groupe sanguin ABO chez ces sujets au cours

de la pathologie, est obligatoire.
En ce qui concerne les prochaines études, nous suggérons :

» D’augmenter le nombre des échantillons étudiés pour tirer des conclusions fiables et

valides.

» De surveiller les patients porteurs d'hémopathies malignes et de contrler en
permanence le groupe sanguin ABO de ces patients jusqu'a ce que la pathologie soit en

rémission.

» Drutiliser d’autre technique qui permet une détermination quantitative et qualitative
tels que les techniques moléculaires de génotypage d’ADN par la PCR-RFLP, séquencage,

etc.
» D’analyser le statut et le niveau d’expression des glycosyltransférases A et B.

» D’analyser le gene ABO et le géne H au cours de ces tumeurs afin de déterminer le
mécanisme par lequel le processus tumoral entraine l'altération des antigénes ABH et quels

changements se sont produits dans ces génes.
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Annexes

Annexe N°01: Matériels et réactifs

- Anticorps monoclonaux commerciaux:

- Anticorps Anti-A, solution de coloration bleu
- Anticorps Anti-B, solution de coloration jaune
- Anticorps Anti-AB, solution incolore.

- Des hématies tests :

Nous avons préparé les solutions d'hématies test dans le laboratoire du (CTS) a partir
des échantillons de donneurs avec un groupe sanguin confirmé. Trois solutions d'hématies
tests (A, B, et O) ont été préparées avec une concentration égale a 5% dont, nous avons suivi
le méme protocole de la préparation des suspensions globulaires pour les échantillons des
patients. Pour la préparation de chaque solution nous avons mélangé un volume de globules
rouges a partir de trois échantillons différents et tous les globules rouges que nous avons
utilisé ont été de systeme Rh(D) positif. Puis, nous avons effectué un lavage des hématies

tests sept fois.
- Sérum physiologique (solution de NaCl 0,9%).
- Plaque d’opaline propre et stérilisée.
- Micropipette de 1000 et 50.
- Centrifugeuse.

- Matériels pour la collecte des déchets de sang.

Matériels La marque Référence
Lot de réactif DIAGNOPHARM GR0501040
Centrifugeuse DIAB DM0412
Chlorure de sodium 0,9% Biolyse 4-3-099-21
Micro-pipette de 50ul DIAB YL179AD0008983
Micro-pipette de 1000l DIAB YL179AD0009374
Médical refrigérateur BIOBASE BXC-V360M
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Résumé

La détermination correcte du groupe sanguin ABO est primordiale pour prévenir les accidents
post-transfusionnels. Lors des syndromes lymphoprolifératifs, 1'altération des antigénes du systeme ABO
est fréquemment observée. Dans le but de rechercher des difficultés de groupage ABO lors des différents
types de tumeurs hématologiques, une étude rétrospective transversale a été réalisée sur 23 patients
diagnostiquésd’un néoplasie hématologique. Le groupage sanguin a été réalisé par la technique standard
d’agglutination directe sur plaque d’opaline qui avait comportait les deux épreuves obligatoires et
simultanées, I’épreuve de Beth Vincent et 1'épreuve de Simonin. Apres 1’analyse des données, les adultes
représentaient 57% de 1’effectif total de la population d'étude avec une prédominance féminine (57%).
Une discordance entre les deux épreuves avec les trois témoins négatifs a été rencontréechez 3 patients
parmi 23 sujets. Tandis que pour 19 patients aucune discordance n’a été observée, ni double population, ni
polyagglutinabilité, ni faible agglutination, a l'exception d’un cas dont une agglutination faible a été
rencontrée. La modification du groupe sanguin a été observée chez 3 sujets, 2 cas atteint de myélome
multiple et 1 cas présente une leucémie myéloide aigu€. Dans tous les cas, le changement du groupe
sanguin a été lié a la perte totale ou partielle des antigénes B.

Mots clés:Tumeurs hématologiques, systéme ABO, groupage sanguin, discordance, Epreuve de Beth
Vincent,Epreuve de Simonin

Abstract

The correct typing of the ABO blood group is crucial to prevent post-transfusion accidents. In
lymphoproliferative syndromes, alteration of ABO antigens is frequently observed. In the aim to screen
for ABO typing difficulties in hematological tumors, a retrospective cross-sectional study was carried out
on 23 patients with hematological neoplasia. The blood typing was performed by the standard technique
of direct agglutination on plate which included both Beth Vincent test and the Simonin test. After the data
analysis, adults were represented by 57% of the total population of the study with a female predominance
(57%). Discrepancy between both tests with the three negative controls was was found in 3 patients out of
23 subjects, while for 19 patients no discrepancy was seen, no dual population, no polyagglutinablity, and
no weak agglutination, except for one case in which weak agglutination was observed. The change in
blood group has been seen in 3 patients, 2 cases suffering from Multiple Myeloma and 1 case with Acute
Myeloid Leukemia. In all cases, the change in the blood group has been linked to the total or partial loss
of B antigens
Key words :Hematologic tumors, ABO system, blood typing, discrepancy, Beth Vincent test, Simonin test




