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Introduction

L’anémie hémolytique auto-immune (AHAI) est responsable d’une destruction accélérée des

globules rouges (GR) par un mécanisme immunologique.

Dans cette pathologie, la production d’auto-anticorps dirigés contre la membrane des GR
provoque leur sensibilisation et/ou I’activation du complément, ce qui va entrainer la
destruction des GR dans la circulation sanguine ou leur clairance par le systéme réticulo-
endothélial. La sensibilisation peut se faire directement par fixation de 1’auto-anticorps sur les
antigénes de GR ou par le biais d’un hapténe comme dans I’anémie hémolytique

médicamenteuse.

Chez les patients pour lesquels ’hémolyse est sévere, des transfusions sanguines sont souvent

nécessaires pour compenser I’anémie.

Il y a une trentaine d’années, plusieurs études ont montré qu’entre 10 et 40% des patients
transfusés porteurs d’un auto-anticorps sont allo-immunisés avec un allo-anticorps d’intérét
clinique pouvant entrainer des hémolyses post-transfusionnelles. Malgré 1’apparition de
techniques plus sensibles pour détecter un éventuel allo-anticorps chez ces patients et des
recommandations transfusionnelles plus strictes, aucune étude actualisée n’a été réalisée. Dans
ce travail, une étude rétrospective a été menée au sein d’une cohorte de patients d’Ile-de-France

sur la fréquence d’allo-immunisation de patients porteurs d’un auto-anticorps.

Par ailleurs, chez les patients nécessitant une transfusion sanguine et porteurs d’un auto-
anticorps, la détection d’éventuels allo-anticorps masqués par [’auto-anticorps est

régulierement un challenge technique.

Pour répondre a cette problématique, des techniques d’adsorption en présence de différents
réactifs sont largement employées pour détecter d’éventuels allo-anticorps masqués par un

auto-anticorps.

D’autres options, telles que les dilutions de plasma/sérum ou de I’¢luat ont également été
proposées afin de permettre une prise en charge plus rapide des patients en urgence

transfusionnelle.

Afin de répondre aux besoins des prescripteurs, ce travail a évalué de maniére prospective la
rapidité et D’efficacité¢ de différentes techniques afin de déterminer, en fonction du degré

d’urgence, la meilleure conduite a tenir.



Rappel historique et bibliographique

La durée de circulation des GR peut étre raccourcie par diverses causes immunes ou non
immunes entrainant des hémolyses!. Cette clairance accélérée est initialement compensée par
une augmentation de I’activité médullaire, mais lorsque la production n’arrive plus a égaler les

pertes, on observe 1’apparition d’une anémie.
1. Anémies hémolytiques auto-immunes

L’AHAI est une pathologie rare, causée par des anticorps auto-réactifs envers les GR et

responsables de leur destruction par un mécanisme immunologique complexe.

Cette pathologie, dont le tableau clinico-biologique est celui d’une anémie consécutive a une
hémolyse, affecte & la fois les enfants? (généralement avant 1’age de 5 ans) et les adultes.
L’incidence annuelle de cette pathologie est comprise entre 1 et 3 pour 100 000 individus®. Les
AHAI de I’enfant se développent essentiellement suite a une infection virale chez ceux
souffrant d’immunodéficience ou de syndrome lymphoprolifératif®. Chez 1’adulte, les AHAI
surviennent généralement aprés 40 ans avec un pic d’incidence apres 65 ans. Cette répartition
peut s’expliquer par un risque accru de développer une pathologie lymphoproliférative ou un
déréglement du systéme immunitaire avec 1’Age®, bien que dans un certain nombre de cas, la
cause de I’AHAI n’est pas connue et est considérée comme idiopathique. Dans les premieres
années de vie, les garcons semblent plus fréquemment touchés par cette pathologie® alors que

dans la population adulte, on observe une prédominance d’ AHAI chez les femmes’.
1.1. Classification des AHAI

La classification des AHAI est principalement basée sur les propriétés immunochimiques de
1’auto-anticorps dirigé contre les GR®. En effet, I’optimum thermique auquel I’auto-anticorps
va pouvoir s’attacher a la membrane du GR va permettre de classer les AHAI en deux grandes
familles qui regroupent la majorité des cas : les AHAI a auto-anticorps chauds et les AHAI a
auto-anticorps froids. La distinction entre AHAI a auto-anticorps chauds et AHAI a auto-
anticorps froids est primordiale car elle informe non seulement sur les caractéristiques de la
maladie et les pathologies associées, mais aussi sur le traitement. Les AHAI a auto-anticorps

mixtes et les AHAI médicamenteuses sont, quant a elles, moins fréquentes (Table 1).

Les AHAI peuvent également étre subdivisées selon leur nature primaire (idiopathique) ou
secondaire® (associée). De nombreuses pathologies ont été rapportées comme étant associées et

potentiellement impliquées dans la physiopathologie des AHAI. En moyenne, les formes
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secondaires représentent 50% des cas d’AHAI & auto-anticorps chauds’ et sont majoritaires
dans les AHAI & auto-anticorps froids. Malgré I’appartenance a un sous-type d’AHAI, la
physiopathologie, le diagnostic, les traitements et le pronostic varient beaucoup d’une entité a

une autre.

Table 1. Classification des anémies hémolytiques auto-immunes, Adapté de Bass et Al, 2014°,

Classification des anémies hémolytigues auto-immunes

I. AHAI a auto-anticorps chauds: Optimum thermique de I’auto-anticorps a +37°C
A. Primaire ou idiopathique
B. Secondaire

i.Associée a un syndrome lymphoprolifératif (lymphome non Hodgkinien, leucémie lymphoide
chronique (LLC), ...)

ii.Associé a une pathologie auto-immune (lupus érythémateux systémique (LES), ...)
iii. Associé a une pathologie maligne non lymphoide (cancer ovarien, ...)
iv. Associé a un syndrome inflammatoire chronique (colite ulcérante, ...)
v.AHAI médicamenteuse
I1. AHAI & auto-anticorps froids: Optimum thermique de I’auto-anticorps < +37°C
A. Maladie des agglutinines froides
i.Primaire ou idiopathique
ii.Secondaire
a. Post-infectieuse (mycoplasme, mononucléose infectieuse)
b. Associé a un syndrome lymphoprolifératif touchant les lymphocytes B
B. Hémoglobinurie paroxystique a frigore (Syndrome de Donath-Landsteiner)
I11. AHAI mixte: caractérisée par la présence a la fois d’auto-anticorps chauds et d’auto-anticorps froids
A. Primaire ou idiopathique
B. Secondaire (souvent associé a des maladies rhumatismales)
IV. AHAI médicamenteuse: Associé & environ 150 médicaments
A. AHAI dépendante du médicament
i.Haptene ou adsorption du médicament

ii.Complexe immun

B. AHAI indépendante du médicament

1.1.1. AHAI a auto-anticorps chauds

L’AHAI a auto-anticorps chauds est la plus fréquente des AHAI (75% des cas) avec une
incidence annuelle estimée de 1 sur 80 000 patients (Table 2). Chez les enfants dont I’age est
compris entre 2 et 12 ans®, c’est ce type d’AHAI qui est le plus fréquemment rencontré. Dans

50% des cas d’AHAI a auto-anticorps chauds, la pathologie est considérée comme étant
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idiopathique'®. L’autre moiti¢é des AHAI a auto-anticorps chauds est secondaire a diverses
pathologies telles que la mononucléose infectieuse, le lupus érythémateux systémique (LES),
des hépatites auto-immunes, des virus immunodéficients ainsi que des pathologies
lymphoprolifératives et auto-immunes®. Parmi les pathologies lymphoprolifératives associées
aux AHAI, la leucémie lymphoide chronique (LLC) est de loin la plus fréquente!2. En effet,
environ 11% des patients ayant une LLC développent une AHAI secondaire a leur maladie alors
que seuls 2-3% des patients suivis pour un lymphome Hodgkinien ou non Hodgkinien vont étre

touchés.

Dans I’AHALI a auto-anticorps chauds, I’auto-anticorps est généralement une immunoglobuline
(Ig) polyclonale de type G (IgG), souvent une 1gG1, dont 'optimum de fixation aux GR est a
+37°C (35-40°C). Ces auto-anticorps sont principalement dirigés contre des antigenes du
systéeme Rhésus (anti-RH17, anti-RH29) mais des spécificites LWa, LWab, Wrb, KEL4 (Kpb),
JK :1 (Jka) et MNS5 (U) ont été rapportées®®. De fagon moins fréquente, des auto-anticorps de
type IgM*(donnant des hémolyses souvent sévéres'®) ou IgA, actifs & 37°C et dirigés contre la

membrane des globules rouges peuvent étre observés®®.

Dans I’AHAI a auto-anticorps chauds, I’hémolyse est principalement extravasculaire et a

majoritairement lieu au niveau de la rate.

Table 2. Incidence des différents types d’AHAIL D’aprés Castilho, 2017,

Type d’AHAI Incidence

AHAI a auto-anticorps chauds 70-80%

AHAI & auto-anticorps froids 20-30%

Hémoglobinurie paroxystique a frigore < 2% (essentiellement chez les enfants)
AHAI a auto-anticorps mixtes 7-8%

AHAI médicamenteuse 12-18%

1.1.2. AHAI a auto-anticorps froids

L’ AHAI a auto-anticorps froids représente 20 a 30% des cas d’AHALI. Les auto-anticorps froids
sont principalement des IgM, pentamériques, capables d’activer la voie classique du
complément apres fixation aux GR du patient a des températures inférieures a +30°C (optimum
thermique de +4°C). In vitro, la fraction C3d du complément est le reflet de la fixation des IgM
qui s’éluent rapidement de la surface des GR in vivo. Les AHAI a auto-anticorps froids
regroupent I’AHAI a auto-anticorps froids transitoires, la maladie des agglutinines froides ainsi

que ’hémoglobinurie paroxystique a frigore (HPF).



1.1.2.1. AHAI a auto-anticorps froids transitoires

L’ AHAI a auto-anticorps froids transitoire apparait chez les enfants et les jeunes adultes a la
suite d’une infection bactérienne (Mycoplasma pneumoniae)!’ ou virale (Cytomégalovirus
(CMV), Epstein-Barr Virus (EBV)). Les auto-anticorps observés sont généralement de type
IgM, polyclonaux et ciblent les antigénes du systéme 1/i. Le titre de I’'lgM est relativement bas,
compris entre 1/64 et 1/500. Apres fixation de I'IgM a basse température, I’ AHAI transitoire
connait souvent un début brutal caractérisé par une hémolyse intravasculaire avec activation de
la cascade du complément, de la fraction C3 jusqu’au complexe d’attaque membranaire

(CAM)8.
1.1.2.2. Maladie chronique des agglutinines froides

La maladie chronique des agglutinines froides touche essentiellement des personnes de plus de
50 ans (Table 2). Dans 90% des cas, cette pathologie est secondaire a un syndrome
lymphoprolifératif produisant le plus souvent une IgMk monoclonale ayant une spécificite anti-
I/i, dont le titre est genéralement supeérieur a 1/500. Les auto-anticorps dirigés contre les
antigénes H, Pr ou P sont beaucoup moins fréquents®®. De plus, des auto-anticorps de type IgA
ou lgG peuvent étre retrouves de facon anecdotique. La maladie des agglutinines froides
entraine une hémolyse extravasculaire exacerbée par le froid. La phagocytose des GR ciblés
par I’auto-anticorps a principalement lieu au niveau des cellules de Kupffer du foie. En plus des
symptomes associés a 1’anémie liée a I’hémolyse, les patients peuvent avoir des troubles

circulatoires associés au froid tels que I’acrocyanose™®.

1.1.2.3. Hémoglobinurie paroxystique a frigore

L’HPF est retrouvée dans moins de 2% des AHAI de I’adulte et est aussi connue sous le nom
de Syndrome de Donath-Landsteiner (Table 2)%. L’HPF représente 30% des AHAI de I’enfant.
L’auto-anticorps est une 1gG polyclonale (anticorps de Donath-Landsteiner) ciblant I’antigéne
P (GLOB1). A basse température (2-10°C)?!, I'IgG va se fixer aux antigénes P a la surface des
globules rouges puis va activer le complément lors du retour a des températures plus élevées (>
+30°C), entrainant une hémolyse intravasculaire sévére??. L’HPF est une forme secondaire
d’AHAI survenant principalement chez des enfants, dans la semaine suivant une infection
respiratoire (Mycoplasma pneumoniae, virus)?. Jusqu’a I’utilisation des antibiothérapies, des
HPF étaient retrouvées lors de cas de syphilis congénitale ou au cours des stades avancés de la

maladie.



1.1.3. AHAI a auto-anticorps mixtes

L’AHALI a auto-anticorps mixtes est caractérisée par la présence concomitante d’auto-anticorps
chauds (de type 1gG principalement) et froids (essentiellement des IgM). Les AHAI & auto-
anticorps mixtes représentent moins de 10% des AHAI et sont extrémement rares chez les
enfants®* (Table 2). Cette forme d’ AHAI peut étre idiopathique ou secondaire a une pathologie
auto-immune ou maligne telle que le LES (plus de 25% des patients lupiques développent une
AHAI & auto-anticorps mixtes) ou le lymphome?®. Les patients atteints présentent généralement
des symptomes d’hémolyse extravasculaire liés aux auto-anticorps de type 1gG ou IgM ayant

un optimum thermique compris entre +4 et +37°C et dont la cible antigénique est variable?.,
1.1.4. AHAI associées a un traitement
1.1.4.1. AHAI médicamenteuses

Les AHAI médicamenteuses sont rares (incidence d’environ une personne sur un million, Table
2) et souvent sous-diagnostiquees. Les médicaments les plus souvent impliqués sont les anti-
microbiens (42% des cas), notamment les cephalosporines de troisiéme génération (cefotetan
et ceftriaxone)?®. De nombreuses autres familles de médicaments ont été impliquées telles que
les anti-inflammatoires dans 15% des cas et les antineoplasiques, impliqués dans 11% des cas
(Table 3).

Table 3. Médicaments associés aux différents mécanismes d’ AHAI médicamenteuse. D’aprés Bass et Al, 2014°.

l. Adsorption du médicament a la surface du GR
Pénicilline, céphalosporines, tétracyclines, hydrocortisone, oxaliplatine et tolbutamide,...
1. Adsorption d’un complexe immun & la surface du GR
Metformine, quinine, quinidine, céphalosporines, amphotéricine B, rifampicine, thiopental,
dicofenac,...
I1. Modification de la membrane du GR par le médicament
Céphalosporines, carboplatine, cisplatine, oxaliplatine,...
V. Mécanisme indépendant du médicament

Céphalosporines, méthyldopa, levodopa, fludarabine, lenalidomide, procainamide, diclofenac,...

Les AHAI médicamenteuses sont dues a 4 mécanismes différents et sont classées en deux
groupes : les AHAI a auto-anticorps dépendants du médicament (les plus fréguentes) ainsi que

les AHAI a auto-anticorps indépendants du médicament.



Les mécanismes d’AHAI dépendants du médicament sont les suivants : adsorption du
médicament a la surface du GR (hapténe), adsorption d’un complexe immun a la surface du GR

et modification de la membrane du GR par le médicament?’.

L’AHALI liée a I’adsorption du médicament a la surface des GR est due a la fixation de I’auto-
anticorps a I’hapténe formé et est responsable d’une hémolyse extravasculaire disparaissant a

I’arrét du traitement.

Dans I’AHAI associ¢ée a D’adsorption d’un complexe immun activant le complément,

I’hémolyse peut étre intravasculaire et disparait a I’arrét du traitement.

L’AHAI secondaire a une modification de membrane du GR survient généralement apres la

prise de céphalotine ou de cisplatine.

Pour ’AHAI consécutive a un mécanisme auto-immun associé au medicament, elle est
caractérisée par une hémolyse extravasculaire. L’hémolyse persiste apres Iarrét du traitement.
La méthyldopa (Aldomet®), historiquement utilisée dans le traitement de I’hypertension
artérielle (HTA), la levodopa, employée dans le traitement de la maladie de Parkinson et le
procainamide (Pronestyl®), un anti-arythmique, sont responsables de la production d’auto-

anticorps anti-GR?%,
1.1.4.2. AHAI post-transfusionnelles

L’ AHALI secondaire a des transfusions sanguines est rare et peu reconnue comme complication
transfusionnelle?®. De nombreux cas d’auto-immunisations conduisant a des AHAI pouvant étre
sévéres ont pourtant été décrits, notamment chez des patients polytransfusés®®. L’auto-
anticorps, dont le potentiel hémolytique est souvent faible, apparait généralement de facon
concomitante ou aprés une allo-immunisation®!. L’incidence de ces AHAI post-

transfusionnelles n’a pas été établie et la physiopathologie n’est, a ce jour, pas bien connue®.
1.2. Physiopathologie des AHAI

L’AHALI est la résultante d’un processus complexe, multi-étapes, n’impliquant pas seulement
’auto-anticorps mais également divers effecteurs du systeme immunitaire. Ainsi, le systeme du
complément, les macrophages et les lymphocytes (T et B) participent au développement de la
pathologie. L’ AHALI est la résultante d’une rupture de tolérance, aboutissant a la production
d’auto-anticorps anti-érythrocytaires entrainant une destruction accélérée des GR sensibilisés.
Tandis que les mécanismes menant a I’hémolyse ont été partiellement élucidés, les mécanismes

menant & la rupture de tolérance comportent encore de nombreuses inconnues.
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1.2.1. Rupture de tolérance

Des études portant sur ’AHAI chez ’homme et I’animal (les souris NZB et NZB/NZW
développent un syndrome auto-immun complexe incluant une AHAI®®) suggérent que la perte
de tolérance aux auto-antigenes de GR peut apparaitre suite a différents mécanismes pouvant
s’additionner. Ainsi, des anomalies du systéme immunitaire, des modifications antigéniques et

des facteurs génétiques ou environnementaux concourent a la rupture de tolérance.

Concernant les anomalies du systeme immunitaire, des dysfonctionnements touchant les

lymphocytes B et les lymphocytes T (Thl, Th2, Th17, Treg) ont été rapportés.

Pour les lymphocytes B, des anomalies intrinséques (défaut dans ’apoptose des lymphocytes
auto-réactifs médiée par Fas/Fas-L3%) peuvent étre impliqués dans I’initiation de la pathologie

auto-immune.

Pour les lymphocytes T, des deséquilibres de la balance Th1/Th2 (augmentation des cytokines
associées aux lymphocytes Th2 (IL-4 et IL-10) et diminution des cytokines associées aux
lymphocytes Thi (IFN,)*%2"), des défauts des lymphocytes T régulateurs (CD4*CD25)%® et des
défauts d’¢élimination des lymphocytes T auto-réactifs (voie centrale ou périphérique, Figure
1) ont été rapportés.

Thymus

Précurseurs T
14

Tolérance centrale

Rupture de

Tolérance @

Moelle osseuse
5 [ 1

Auto-anticorps

— Tolérance périphérique

AHAI

Figure 1. Tolérance centrale et périphérique. D’aprés Freedman et Al, 2005%.

De plus, des activations polyclonales des lymphocytes T et B (initialement dirigés contre des
antigenes bactériens ou viraux mais qui miment des antigenes érythrocytaires) ont également

été décrites.



Les modifications antigéniques qui incluent le mimétisme moléculaire et la formation de

cryptoantigénes® vont activer le systéme immunitaire, menant a la production d’auto-anticorps.

Par ailleurs, des facteurs génétiques tels que le phénotype HLA du patient ou I’environnement
auquel il est exposé vont jouer un rdle dans I’apparition d’une AHAI. Ainsi, le HLA-DQ6 tout

comme des molécules bactériennes ou virales ont été associés a I’ AHAT*.
1.2.2. Destruction des globules rouges

Au cours de ’AHAI on observe une destruction des GR par des auto-anticorps, avec ou sans
activation du complément. Ces auto-anticorps sont produits par des lymphocytes B auto-
réactifs, activés par les lymphocytes T*3 (Figure 1).

Le déterminant majeur de la séverité clinique des AHAI est la pathogénicité de 1’auto-anticorps.
En effet, selon la classe (définie par sa partie Fc), la sous-classe (pour les 1gG), la concentration
(titre), la spécificité et I’optimum thermique de 1’auto-anticorps, celui-ci n’aura pas la méme
affinité pour les GR, la méme capacité a se fixer sur les récepteurs Fc (FCR) des cellules

effectrices ni la méme facilité a activer le complément.

Les auto-anticorps formés peuvent détruire les GR par un mécanisme de cytotoxicité cellulaire
dépendant des anticorps (ADCC), médié par les lymphocytes cytotoxiques T CD8" et les
cellules natural killer (NK)*'. A travers leurs FcR, les macrophages peuvent également
reconnaitre et phagocyter les GR opsonisés par des auto-anticorps (érythrophagocytose)*? ou
par le complément (cytotoxicité médiée par le complément), Figure 2. Le complément est aussi
capable d’induire une lyse osmotique des GR par le complexe d’attaque membranaire (CAM),

Figure 2.
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Figure 2. Role du complément dans I’ AHAL



Les auto-anticorps anti-GR les plus fréquemment observés sont de type 1gG, essentiellement
dirigés contre le systeme Rhésus (RH), actifs a +37°C et principalement responsables d’une
hémolyse extravasculaire via I’ADCC. Le titre de 1’auto-anticorps va donner des indications
sur le risque hémolytique associé a 1’auto-anticorps. Si le titre est inférieur ou égal a 1/30, il ne
sera pas nécessaire de déterminer les sous-classes de 1’auto-anticorps car le risque hémolytique
est faible. Par contre, si le titre est supérieur a 1/100, I’identification des sous-classes d’IgG
présentes est importante car elles vont donner une indication sur le degré d’hémolyse®®. En
effet, les IgG1 et 1gG3 sont les plus délétéres pour les GR car elles se fixent mieux aux
récepteurs Fc des macrophages. De plus, les IgG1 et IgG3 fixent mieux la fraction C1 du
complément que les IgG2 et [gG4, permettant d’activer la voie du complément. Ainsi, le degré

d’hémolyse sera plus important avec des IgG1 et IgG3 qu’avec des [gG2 et 1gG4.

Les auto-anticorps de type IgM, dirigés contre le systéme I/i et dont ’optimum thermique est
de +4°C peuvent fixer le complément et peuvent étre responsables d’une hémolyse
intravasculaire via le CAM ou d’une hémolyse extravasculaire par le biais de la fraction C3d
(Figure 2).

La lyse directe par le complément a principalement lieu dans la circulation sanguine et dans le

foie alors que I’ADCC et la phagocytose se passent essentiellement dans la rate (Table 4).

Table 4. Principales anomalies impliquées dans les mécanismes de destruction des GR lors des AHAI. Adapté
de Barcellini, 2015,

Mécanisme pathogénique

Auto-anticorps

1gG (tous les sous types) Cytotoxicité cellulaire dépendant des anticorps (ADCC)
IgG1 et IgG3 Activation du complément

IgM Forte activation du complément

Systéeme du complément Complexe d’attaque membranaire (CAM)

Phagocytose de GR opsonisés par le C3b

Immunité cellulaire Augmentation de la cytotoxicité des NK
Activation des lymphocytes T CD4"* auto-réactifs
Augmentation du nombre de lymphocytes Th17
Diminution du nombre de lymphocytes T régulateurs

Tous ces mécanismes dépendent de 1’auto-anticorps mais également de 1’état d’activation des
cellules effectrices. Ainsi, les infections ou vaccinations pourraient favoriser la destruction des

GR par activation des cellules effectrices.

Par ailleurs, d’autres facteurs vont jouer sur le tableau clinique de I’AHALI tels que I’efficacité

avec laquelle la moelle osseuse va réussir a produire des précurseurs erythroides®.
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1.2.3. AHAI médicamenteuses et transfusionnelles

Plusieurs mécanismes peuvent conduire & des AHAI causées par les médicaments. Les auto-
anticorps impliqués dans I’AHAI médicamenteuse peuvent étre divisés en deux groupes : les

auto-anticorps indépendants du médicament et les auto-anticorps dépendants du médicament*®,

Les auto-anticorps indépendants du médicament regroupent d’une part les « vrais » auto-
anticorps, apparaissant suite a la prise de médicaments affectant le systéme immunitaire*’® et
d’autre part les auto-anticorps qui « miment » les « vrais » auto-anticorps, dirigés contre des

antigenes de la membrane des GR (Figure 3).

Concernant les auto-anticorps dépendants du médicament, certains vont réagir contre le
médicament fixé au GR et d’autres qui vont agir lorsquun complexe
« médicament/anticorps/GR » va se former (Figure 3).

Anticorps contre
le médicament

Anticorps
essentiellement contre
la membrane du GR

Anticorps contre le
médicament et la
membrane du GR

=

Membrane du GR

Figure 3. Cible des auto-anticorps induits par les médicaments. Les lignes épaisses correspondent aux sites de
fixations antigéniques de 1’auto-anticorps. Apres fixation du médicament a la membrane du GR, 1’anticorps peut
(a) étre dirigé contre le médicament, (b) dirigé a la fois contre le médicament et la membrane du GR (complexe
immun) ou (c) réagir essentiellement contre la membrane du GR, mimant un auto-anticorps. Adapté de Garratty
et Al, 2005%.

Par ailleurs, la formation d’auto-anticorps suite a une transfusion sanguine est désormais
largement décrite. Plusieurs hypothéses concernant les mécanismes physiopathologiques ont
été avancées®™. Ainsi, les auto-anticorps post-transfusionnels ayant souvent été retrouvés en
association avec des allo-immunisations, les allo-anticorps pourraient se fixer aux GR et
entrainer une AHAI par cross-réactivité®l. Dans le cas des patients polytransfusés, certains
auraient une prédisposition a 1’auto-immunisation, avec un déreglement de leur systéme
immunitaire lié a leur pathologie (patients drépanocytaires, porteurs d’un syndrome
inflammatoire chronique). Enfin, I’AHAI pourrait survenir suite a la présence de lymphocytes
exogenes, issus de transfusions sanguines antérieures, entrainant une réaction du greffon contre

hote.
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1.2.4. Manifestations cliniques associées aux AHAI

Le diagnostic clinique de I’AHAI se base sur 1’observation d’une asthénie, d’une paleur, d’un
ictére, ainsi que d’une splénomégalie. Les symptomes inauguraux sont généralement dus a
I’anémie elle-méme, bien qu’un ictére puisse étre la premiére manifestation de la maladie.
L’apparition des symptomes est généralement lente (sur plusieurs mois) et insidieuse. En effet,
seul 60% des patients développent des symptomes associés a I’hémolyse : ictére,
hémoglobinurie, ... Certains patients développent une AHAI aiglie caractérisée par I’installation
plus ou moins rapide de fievre, paleur, ictére, hépatosplénomégalie, dyspnée a I’effort,
tachycardie et défaillance cardiaque. Enfin, dans I’AHAI secondaire, les symptomes de la

pathologie sous—jacente peuvent masquer ceux de I’AHAL.
1.3. Diagnostic biologique des AHAI

L’AHALI se caractérise par une anémie normo ou macrocytaire régénérative (augmentation du
taux de réticulocytes) et présente un tableau d’hémolyse avec augmentation du taux de
bilirubine libre, augmentation des lactates déshydrogénases (LDH) et diminution de
I’haptoglobine. Au frottis sanguin, des schizocytes sont visibles. Dans la moelle, une
hyperplasie de la lignée rouge est classiquement retrouvee. Lorsque I’AHAI est suspectée, il
est important d’éliminer les autres étiologies responsables d’hémolyse (immunes ou non
immunes) telles que certaines maladies héréditaires (sphérocytose, déficit en G6PD,

drépanocytose,...) ou acquises (parasitose,...).

1.3.1. Le test direct a I’antiglobuline
1.3.1.1. Principe
Le diagnostic immuno-hématologique de I’AHALI repose sur le test direct a I’antiglobuline,
TDA (anciennement appelé Test de Coombs Direct) qui est hautement sensible (sensibilité de
95%) et relativement spécifique (spécificité de 80%). Les valeurs prédictives positives (VPP)
et négatives (VPN) du TDA dans la détection d’hémolyses immunologiques sont

respectivement de 83% et 99%°2°3,

L’AHALI se définit biologiquement par un TDA positif sachant que des cas d’AHAI a TDA
négatif ont été décrits. Pour positiver un TDA, le nombre d’lg nécessaires a la surface des GR
est compris entre 200 et 500°. Chez les patients atteints d’AHAI, le nombre moyen d’Ig par
GR est de 3435 (206-20 000)*°. Le TDA permet de détecter des immunoglobulines ou des
fractions du complément fixées a la surface des GR en utilisant des antiglobulines humaines

(AGH) anti-1gG et anti-C3d afin de classer I’hémolyse comme immune ou non immune.
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Le TDA est initialement réalisé avec une AGH polyclonale fixant les GR sensibilisés par des
lg ou du complément. Si le TDA polyclonal est positif, un TDA utilisant des AGH
monoclonales anti-1gG et anti-C3d va permettre de déterminer le type de 1’auto-anticorps causal
(Figure 4).

TDA positif avec une AGH polyclonale

TDA utilisant des AGH monaoclonales anti-1gG et anti-C3d

v v v

19G (+) 19G () 19G ()
CR (+/-) C3 (9 C3 (4
v 2 v
Réaliser une élution Pas d’investigations supplémentaires

Figure 4. Algorithme de réalisation d’élutions a partir d’échantillons de patients en fonction des résultats du TDA.
Algorithme adapté de Johnston et Belota®®.

Le TDA peut étre réalisé en tube, en micro-colonne ou en plaque et est positif dans 90% des
cas d’AHAI®(Figure 5a). En technique micro-colonne (méthode la plus sensible), les GR sont
filtrés a travers une matrice gélatineuse contenant de I’AGH. Le gel fixe en surface les GR du
patient sensibilisés par des auto-anticorps et/ou du complément alors que les GR libres passent
a travers la membrane et tombent au fond du gel (Figure 5b). L utilisation d’anti-1gA®, d’anti-
IgM ou de sous-types d’IgG®°® est indiquée chez des patients & la clinique évocatrice d’une

AHAI mais présentant un TDA IgG et C3d négatif (Figure 5c¢).
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Figure 5. Techniques utilisées pour le diagnostic biologique de I’AHALI. a) Réactions négatives et positives avec les
différentes techniques de TDA (en haut, technique tube, au milieu technique micro-colonne, en bas technique plaque). b) Le
TDA détecte I’antiglobuline et/ou le complément a la surface des GR, la détection de 1’agglutination est visuelle. ¢) Différentes
antiglobulines utilisables pour détecter une AHAI Dans un premier temps, des AGH anti IgG et C3d sont utilisées. Si le TDA
initial est négatif, un TDA avec AGH anti IgA, 1gM et C3c peut étre réalisé.
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D’autres techniques, moins fréquemment utilisées peuvent étre employées telles que le
marquage a I’enzyme ou a un composé¢ radioactif afin de détecter la présence d’Ig a la surface
des GR®¥%, Enfin, la cytométrie en flux est une bonne alternative au TDA car elle présente une

bonne sensibilité dans la détection des immunoglobulines fixées aux GR®1-64,

Bien que discutée®, I’intensité de 1’agglutination lors du TDA (notée de 1+ a 4+) pourrait étre
en relation avec le degré d’hémolyse®®. Néanmoins, un TDA positif peut persister chez des
patients en rémission d’une AHAI®. Ainsi, le monitoring de patients atteints d’une AHAI sur

’intensité de leur TDA est controversé®®.

Le TDA doit étre interprété en paralléle avec le tableau clinique et les données de laboratoire®®
car il va étre hautement indicatif dans la catégorisation des AHAI. En effet, chaque type
d’AHALI possede une réactivité au TDA qui lui est propre, permettant, avec le tableau clinique

de classer ’AHAI, ce qui va conditionner la prise en charge de la pathologie®® (Table 5).

Table 5. Caractéristiques des différents types &’ AHAI D’aprés Castilho, 20172,

TDA
Type d’AHAI IgG C3d Plasma/Sérum Eluat
AHA\I a auto-anticorps chauds
* Dans 50% des cas + + Auto-anticorps de type 1gG L’IgG réagit avec des GR
présents normaux
* Dans 33% des cas + 0
* Dans 10% des cas 0 +
Maladie des agglutinines froides 0 + Auto-anticorps de type IgM Non réactif, le complément
ne peut étre élué
AHAI a auto-anticorps mixtes + + Auto-anticorps IgG et IgM L’IgG réagit avec des GR
normaux
HPF 0 + Hémolysine biphasique Non réactif
AHAI médicamenteuse
* Adsorption du médicament + 0 IgG active avec les GR 1gG réactive avec des GR
sensibilisés sensibilisés au médicament
» Complexe immun 0 + IgG réagissant en présence du Non réactif
médicament
* Modification de membrane + + Non réactif Non réactif
* AHAI induite par le médicament + 0 Auto-anticorps 1gG L’IgG réagit avec des GR
normaux
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1.3.1.2. Limites techniques

L’obtention d’un TDA positif sans aucune conséquence clinique n’est pas rare dans la
population générale’™ (2-10%), il est retrouvé chez 1/1000 — 1/18000 donneurs de sang (7%) .
De plus, I’incidence d’un TDA positif chez des patients hospitalisés sans signe d’hémolyse est

de 1-15%".

Bien que des auto-anticorps peuvent étre observés chez des patients sains de tous ages, leur
incidence augmente avec 1’age et peuvent révéler une pathologie sous-jacente (auto-immune ou

cancer73),

Par ailleurs, un TDA peut étre faussement positif suite a des interférences techniques, a la prise
de médicaments, a une fixation non spécifique d’lg du patient sur ses GR ou suite a une allo-

immunisation anti-GR.

A T’inverse, une AHAI a TDA négatif est retrouvée dans 5 a 10% des cas, généralement di a
un manque de sensibilité de la technique™. En effet, ’auto-anticorps peut étre présent en
quantité insuffisante pour étre detecté par le TDA (moins de 150 auto-anticorps fixés par GR)
ou avoir une faible affinité avec les GR du patient. L’utilisation de la cytométrie en flux

permettrait de passer outre ce manque de sensibilité®?,

De plus, dans certains cas d’AHAI, I’antigéne cible peut étre affaibli de telle sorte que le TDA
apparait négatif. Les antigénes AnWj, Co3, Ena, Ge3, JIMH, JK1 (Jka), JK2 (Jkb), KEL4 (Kpb),
LW, RH, Scl, Sc3, MNS5 (U) et Vel ont par exemple été impliqués dans ce phénomene.
Toutefois, I’AHAI a TDA négatif présente un tableau clinique souvent similaire aux AHAI a

TDA positif.
1.3.2. Le test indirect a I’antiglobuline

Dans 80% des cas d’AHALI, les auto-anticorps sont a la fois présents dans le sérum et fixés sur
les GR'. Etant donné que le TDA fournit des informations sur la fixation de 1’auto-anticorps
aux GR, le test indirect a I’antiglobuline (TIA), employé au cours de la recherche d’agglutinines
irregulieres (RAI) utilise des GR informatifs de dépistage et d’identification pour obtenir des

indications sur la cible de I’auto-anticorps présent dans le plasma (Figure 6).

Au cours de I’AHAI, I’auto-anticorps peut positiver I’ensemble des GR informatifs de la RAI

et donner une image de pan-agglutination.
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Figure 6. Test indirect a I’antiglobuline. Les auto-anticorps du patient vont se fixer a des GR d’un panel informatif,

permettant de déterminer la spécificité de 1’auto-anticorps.

Dans I’AHALI a auto-anticorps chauds, 1’auto-anticorps réagit généralement avec des antigenes
présents sur les protéines Rh a la surface des GR et montre le plus souvent une image de pan-

agglutination, excepté avec les GR Rh-null.

Dans I’AHALI a auto-anticorps froids, la spécificité de 1’auto-anticorps pourra étre déterminée
avec des techniques complémentaires’’. Par ailleurs, le titre de I’auto-anticorps n’est

généralement pas informatif pour la prise en charge clinique.
1.3.3. L’élution

En cas de TDA 1gG positif, une élution’® des auto-anticorps fixés a la surface des GR sera
réalisée afin de déterminer la spécificité de 1’auto-anticorps par TIAM7°80 1 *¢lution peut étre
réalisee  par  différentes  méthodes comprenant le  xylene, la  glycine-
HCl/ethylenediaminetetraaceticacid (EDTA), acide/glycine, la chaleur, le ZZAP (un mélange
de dithiothreitol (DTT) et d’une enzyme : la papaine activée par la cystéine) ou la chloroquine
diphosphate. L’¢élution a la glycine-HCI/EDTA semble étre la facon la plus efficace pour retirer

I’auto-anticorps de la surface des GR et permettre sa caractérisation.

Dans I’¢éluat, on ne retrouve la spécificité de 1’auto-anticorps que dans 10 % des cas. Toutefois,
I’identification de la spécificité de I’auto-anticorps est rarement utile car il ne semble pas exister

de corrélation entre la spécificité de 1’auto-anticorps et son potentiel hémolytiques!
1.3.4. Spécificites techniques de certaines AHAI

Pour I’HPF, un test de Donath-Landsteiner va étre nécessaire afin de poser le diagnostic de la
maladie. Il consiste en une mise en contact a froid, pendant 30 minutes, du sérum du patient
supposé contenir une hémolysine biphasique IgG avec des hématies O porteuses de I’antigene

P (GLOB1) en présence de complément. L’auto-anti-P va se lier aux GR et fixer le complément.
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L’échantillon est ensuite réchauffé a +37°C, le complément fixé aux GR va entrainer leur

hémolyse visualisable par une coloration rosée du plasma®.

Concernant I’AHAI médicamenteuse, la pathologie est généralement détectable
biologiquement dans les deux semaines apres le début de la prise du traitement incriminé. Le
profil du TDA va permettre d’orienter vers le mécanisme de I’AHAI médicamenteuse (Table
5).

1.4. Prise en charge des AHAI

L’ AHALI étant une pathologie rare, la plupart des options thérapeutiques sont issues de petites

études rétrospectives, d’études de cas, de recommandations ou d’expériences empiriques.

Ainsi, le traitement de I’AHALI est principalement basé sur I’immunosuppression bien que de
nombreux patients ne répondent pas a cette prise en charge et risquent de développer des effets

indésirables dus a I'immunosuppression au long court®.

Par ailleurs, comme aucun traitement medicamenteux ne peut compenser une hémolyse
d’installation rapide, la transfusion sanguine reste la mesure corrective la plus efficace chez les

patients développant une anémie hypoxique symptomatique.
1.4.1. Prise en charge médicamenteuse

La prise en charge médicamenteuse des AHAI va dépendre a la fois du type d’AHAI et de son

origine idiopathique ou secondaire.

Lorsque I’AHALI est secondaire, il faudra traiter la pathologie sous-jacente. Par exemple, en cas
de pathologie lymphoproliférative, il conviendra d’avoir recours a la chimiothérapie. S’il s’agit
d’une infection a Mycoplasma pneumoniae, une antibiothérapie sera nécessaire. Enfin, chez des

patients atteints d’un LES, des corticostéroides seront administrés.

Lorsque I’AHAI est idiopathique, les corticostéroides constituent généralement la premiere
ligne de traitement des AHAI a auto-anticorps chauds méme si leur efficacité au long court
n’est retrouvée que dans 15 a 20% des cas®. Le suivi du taux d’hémoglobine et de réticulocytes
donne des indications sur I’efficacité du traitement. Néanmoins, dans un certain nombre de
pathologies  (psychiatriques, infectieuses, cardiovasculaires, diabéte, glaucome,
ostéoporose,...), le traitement par corticoides n’est pas recommandé. Ainsi, chez ces patients,

des immunosuppresseurs tels que 1’ Azathioprine ou le Mycophenolate mofetil peuvent étre une
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alternative thérapeutique®?. Le Cyclophosphamide peut également étre utilisé chez des patients
ne répondant pas bien ou ne tolérant pas le traitement par corticostéroides®.

Depuis le début des années 2000, un anticorps monoclonal anti-CD20, le Rituximab®, est
utilisé en deuxieme ou troisiéme ligne de traitement au cours de I’AHAI et semble initialement
donner de bons résultats chez 60-70% des patients. Il est cependant responsable de nombreux
effets indésirables®8’,

Par ailleurs, malgré de nombreuses publications sur la splénectomie® dans la prise en charge

de I’AHALI a auto-anticorps chauds, les résultats obtenus ne sont pas concluants (Table 6).

Enfin, de nombreux autres traitements ont été utilisés au cours de ’AHAI a auto-anticorps

chauds sans toutefois avoir démontré de preuve d’efficacité (Danazol, Ig intraveineuses)®-,

Table 6. Options thérapeutiques de I’ AHAI a auto-anticorps chauds. Adapté de Salama, 2015

Médicament Posologie Réponse au traitement (%)
Délai Réponse initiale (%) Réponse a long terme (%)
Prednisolone/Prednisone 1-2 mg/kg 1-3 semaines 70-80 <20
Dexamethasone 4x40 mg/jour Quelques jours 70-80 <20
Azathioprine 2-4 mg/kg 1-3 mois 60-70 60-70
Mycophenolate mofetil 1-2 gfjour 4-6 semaines 60-70 60-70
Cyclophosphamide 1-2 mg/kg 2-4 semaines 80-90 80-90
Rituximab 4x375mg/m2/semaine 1-8 semaines 60-70 <20
Splénectomie - Quelques jours <50 <50

Lors d’AHALI a auto-anticorps froids transitoires, généralement secondaires a une infection, le
traitement de premiére ligne est I’antibiothérapie. Dans le cadre de I’AHAI a auto-anticorps

froids sévere, un traitement par corticoides permettrait de réduire la durée de I’anémie.

Pour la maladie des agglutinines froides, il conviendra d’éviter le froid qui exacerbe I’hémolyse.
En effet, chez ces patients, le froid va activer 1’auto-anticorps responsable de thromboses
intravasculaires, notamment au niveau des doigts, des oreilles et du nez. La splénectomie doit
étre évitée car ’AHAI a auto-anticorps froids est dépendante du complément, I’hémolyse a
donc principalement lieu au niveau du foie. Le Rituximab®? ainsi que le Chlorambucil et le
Cyclophosphamide semblent efficaces. Compte tenu du lien entre la maladie des agglutinines
froides et le complément, I’Eculizumab, un anticorps monoclonal anti-C5 est une piste

thérapeutique. Les corticoides montrent quant a eux une efficacité limitée dans la prise en
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charge de ces patients. Dans les formes les plus graves, la plasmaphérese peut étre une option
thérapeutique.

Au cours de I’AHALI a auto-anticorps mixtes, I’efficacité du traitement par des corticoides peut

s’avérer spectaculaire.

Concernant ’HPF, I’anémie est généralement spontanément résolutive en quelques semaines.
Dans les cas d’HPF sévéres, malgré de rares données soutenant leur efficacité, des
glucocorticoides peuvent étre utilisés afin de diminuer la production d’auto-anticorps et
I’activation du complément responsables de la destruction des GR®3. Dans les formes les plus

graves, la plasmaphérése peut étre indiquée.

Enfin, dans la majorité des cas d’AHAI médicamenteuses, I’arrét du traitement suffit a stopper

les symptomes.
1.4.2. Prise en charge transfusionnelle

Bien que I'utilisation d’érythropoiétine recombinante permette de stimuler I’érythropoicse et
ainsi de diminuer I’anémie chronique des patients atteints d’AHAI, aucun traitement
médicamenteux ne permet de compenser immediatement I’hémolyse responsable de I’anémie

hypoxique de ces patients.

La transfusion sanguine est donc souvent nécessaire chez des patients symptomatiques®?,
principalement ceux qui subissent une chute brutale du taux d’hémoglobine ou ceux qui ont des
comorbidités (patients agés, patients atteints de cardiopathies ou d’atteintes respiratoires).
L’AHAI étant responsable de perturbations des tests pré-transfusionnels, des examens
complémentaires vont étre nécessaires afin de garantir la securité transfusionnelle des patients.
L’efficacité de la transfusion sanguine chez ces patients va dépendre de la capacité des auto-

anticorps, souvent pan-réactifs, a se fixer aux GR transfusés et a activer le complément.

Malgré les premiéres craintes®, il est admis qu’au cours de I’AHAI, la transfusion de concentrés
de globules rouges (CGR) n’intensifie pas ’hémolyse®®, hormis chez certains patients dont
I’hémolyse est active avec un risque augmenté de coagulation intravasculaire disseminee

(CIVD). Il est toutefois recommandé que le volume transfusé n’excede pas 1 mL/kg/heure®.

Il est admis qu’il n’est pas utile de respecter la spécificité d un auto-anticorps, mis a part chez
des patients porteurs d’un auto-anticorps de spécificité allotypique identifiée et pour qui la

transfusion s’avere inefficace®.
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Enfin, transfuser des patients porteurs d’un auto-anticorps n’apporte généralement pas de
bénéfice a long terme étant donné que la survie des GR transfusés est équivalente aux GR du

patient®®.

Si le patient a développé un (ou plusieurs) allo-anticorps en plus des auto-anticorps, il
semblerait que les CGR transfusés risquent d’étre plus rapidement détruits. En effet, malgré
I’hypothése qu’au cours de ’AHAI, le systéme immunitaire de 1’individu serait concentré sur
la destruction des GR opsonisés par 1’auto-anticorps®’, il est certain que le systéme immunitaire
de ces individus est hyperactif. Ainsi, transfuser des CGR incompatibles a ces patients risquerait
de réactiver un allo-anticorps, amplifierait son titre, le rendrait plus avide et pourrait entrainer

des hémolyses tres séveres.

Dans le cas des AHAI a auto-anticorps froids de titre élevé, I’anémie est souvent d’installation

rapide et nécessite une prise en charge transfusionnelle avec des CGR réchauffés a +37°C.

Dans les cas d’HPF séveres, les patients présentant une anémie mal tolérée d’installation rapide
peuvent béneficier de transfusions de CGR. En cas de transfusion sanguine, il n’est
généralement pas nécessaire d’avoir recours a des CGR P-négatifs, ce phénotype étant rare. De
plus, malgré I’absence de données consensuelles, plusieurs études suggeérent de transfuser les

patients atteints d’HPF avec des CGR réchauffés’®-%:%,
1.4.3. Pronostic de PAHAI
Le pronostic de I’ AHALI est associé a la capacité de traiter la pathologie sous-jacente.

Chez les patients bon répondeurs au traitement de 1’étiologie ayant entrainé I’AHAI, I’auto-

anticorps n’a généralement pas de conséquence clinique au long cours.

Chez les patients présentant des AHAI idiopathiques et dont le traitement de premiére intention
est un échec, des traitements de deuxieme ligne peuvent étre proposés avec une efficacité

variable.

D’une maniére générale, la mortalité de I’ AHAI, bien que difficile a évaluer, reste élevée!®.
Elle est en partie liée a ’absence de traitements spécifiques du fait d’'une méconnaissance des

mécanismes physiopathologiques sous-jacents.
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2. AHAI et transfusion sanguine

Selon le degré et la tolérance clinique de I’anémie, la transfusion de CGR est souvent nécessaire,
parfois vitale, au cours de la prise en charge de ’AHAI. Le plasma/sérum de ces patients
contient des auto-anticorps pouvant donner une image de pan-agglutination correspondant a
I’agglutination de I’ensemble des hématies du panel. Cette pan-agglutination risque de masquer
des allo-anticorps qui se seraient développés au décours d’une grossesse, d’une greffe ou d’une
précédente transfusion. Etant donné que des allo-anticorps capables d’entrainer des hémolyses
post-transfusionnelles sont retrouvés chez 10 & 40% des patients atteints d’AHAI'®, les
analyses pré-transfusionnelles ont un réle primordial pour assurer la sécurité transfusionnelle

des patients.
2.1. AHAI et degré d’allo-immunisation

Les études sur le degré d’allo-immunisation au cours de I’AHAI sont souvent
contradictoires®*1%2 mais il semblerait qu’il soit au moins équivalent aux pathologies
nécessitant des transfusions itératives telles que la drépanocytosel®!%(fréquence d’allo-
immunisation comprise entre 20 et 50%%) ou la thalassémie. Des études de cohortes de

patients suivis pour des AHAI sont venues étayer ce postulat.
2.1.1. Pourcentage de patients allo-immunisés

Depuis une trentaine d’années, plusieurs études se sont intéressées a 1’allo-immunisation des
patients atteints d’AHAI. La majorité des ¢études se sont concentrées sur les AHAI a auto-
anticorps chauds et ont retrouvé des pourcentages d’allo-anticorps d’intérét clinique compris
entre 10 et 40% (Table 7).

Table 7. Allo-anticorps anti-érythrocytaires chez des patients présentant des auto-anticorps chauds.

Référence Nombre d’allo-anticorps / Nombre de sérums Pourcentage de sérums avec allo-anticorps
Salama et al.”* 23/79 29
Morel et al.20 8/20 40

Branch et Petz*7 5/14 36
Wallhermfechtel*8 19/125 15
Laine et Beattie!®® 41/109 38
James et al.11° 13/41 32
Issitt et al.}! 13/34 38
Issitt et al.}! 5/41 12
Leger et Garratty*? 105/263 40

So et al .13 8/67 12
Yurek et al.}4 3/36 8
Maley et al.115 39/126 31

Total 279/955 29
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Par ailleurs, une étude réalisée sur 8 ans chez des patients présentant des auto-anticorps froids
ou chauds a retrouve un taux d’allo-anticorps de 13.7% (294/2149 patients présentant des auto-
anticorps)*®. Cette étude ne peut étre comparée a celles précédemment citées car les auteurs
n’ont pas séparé les auto-anticorps chauds des froids, mais elle suggére un taux d’allo-

immunisation plus faible que dans les autres études.
2.1.2. Raisons de I’allo-immunisation

L’étude de So et al**® a montré que chez des patients hospitalisés nécessitant une transfusion
sanguine, le taux d’allo-immunisation est bien plus élevé chez des patients atteints d’AHAI
(11.9%) que dans la population générale (3.7% sur 27952 échantillons testés en 1 an). Les
caractéristiques de I’AHAI peuvent expliquer ces variations. En effet, TAHAI est une
pathologie a prédominance féminine et d’apparition tardive, or le risque d’allo-immunisation
augmente avec le nombre de grossesses. De plus, les patients atteints d’AHAI ont généralement
recours a des transfusions sanguines chroniques et les fréquences d’allo-immunisation de ces
patients concordent avec d’autres catégories de patients nécessitant des transfusions sanguines
répétées tels que les drépanocytaires'®. Enfin, ces taux d’allo-immunisation peuvent également

refléter les perturbations du systéme immunitaire engendrées par I’AHALI.
2.1.3. Caractéristiques des allo-anticorps

Dans les études précédemment citées, les auteurs ne se sont intéressés qu’aux allo-anticorps
d’intérét transfusionnel. Ainsi, seuls les allo-anticorps de phénotype RH (RH1: D, RH2: C,
RH3: E, RH4 : ¢, RH5: e), Kell (KELL1), les allo-anticorps du systéeme Kidd (JK1 (Jka), JK2
(Jkb)), MNS (MNS3 (S), MNS4 (s)) et Duffy (FY1 (Fya), FY2 (Fyb)) ont été comptabilisés.
Plusieurs études ont mis en évidence que les allo-anticorps anti-RH (anti-RH3 (E)
majoritairement, anti-RH2 (C)) et anti-KEL1 sont les plus fréquemment observési?8109116 | eg
allo-anticorps présents mais sans incidence clinique tels que les anti-HlI, les anti-Az, P1, Bg,
Lea, Leb, Lua, CH/RG, Wra,...ont généralement été exclus des pourcentages d’allo-

immunisation par les auteurs.
2.1.4. Variabilité des résultats

La politique transfusionnelle du laboratoire peut expliquer les variations des taux d’allo-
anticorps observés dans ces études. En effet, les laboratoires transfusant les patients atteints
d’AHAI en phénotypé RH-KEL1 ont des taux d’allo-immunisation plus faibles car on n’apporte

plus au patient les antigénes RH et KEL1 immunogénes®®10®116 De plus, si les examens
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permettant de s’affranchir de 1’auto-anticorps ne sont pas complets, 1’auto-anticorps pourrait

mimer un allo-anticorps et ainsi, le pourcentage d’allo-anticorps serait surestimé.
2.2. AHAI et sécurité transfusionnelle

La présence d’auto-anticorps est généralement associée a I’AHAI mais ils peuvent également
étre retrouvés dans la population générale sans engendrer de signes cliniques d”hémolyse!118,
Néanmoins, les patients sains porteurs d’auto-anticorps ne vont pas nécessiter de transfusion
sanguine. Seule la prise en charge immuno-hématologique des patients porteurs d’auto-

anticorps associés a I’AHAI sera détaillée.

La sélection de sang compatible avec des patients atteints d’AHAI a toujours été un challenge
puisque dans les techniques usuelles, les auto-anticorps plasmatiques/sériques risquent de
masquer d’éventuel(s) allo-anticorps pouvant entrainer des hémolyses post-transfusionnelles®.
Ainsi, la recherche et I’identification d’allo-anticorps représente une étape importante de la
sécurité transfusionnelle, notamment lorsqu’il existe des antécédents de grossesse(s) et/ou de

transfusions multiples.

2.2.1. Analyses pré-transfusionnelles

Chez des patients allo-immunisés, la transfusion de CGR peut entrainer des complications a
titre d’hémolyses post transfusionnelles. Dans le cadre de I’AHAI, entre 10 et 40% des patients
sont allo-immunisés'® 112116 Ainsi au laboratoire, différentes techniques permettent de
détecter une éventuelle allo-immunisation dans le but de prévenir des hémolyses post-

transfusionnelles.

D’une maniére générale, avant toute transfusion, la réalisation de tests pré-transfusionnels est
réglementaire®®. Ainsi, pour garantir la sécurité transfusionnelle d’un patient non connu, deux
déterminations de groupe sanguin ABO associées a deux phénotypes RH-KEL1 ainsi qu’au
dépistage d’anticorps dans le plasma/sérum du patient (RAI) par la technique TIA sont réalisés.
La RAI a une validité reglementaire de 72 heures. Les anticorps, qu’il s’agisse d’auto ou d’allo-
anticorps, sont détectés par screening du serum du patient sur un panel de 3 GR informatifs puis
leur spécificité est déterminée sur un panel d’au moins 10 GR de phénotypes variés (Figure 7).
De plus, au cours de I’AHAI, I’auto-anticorps positive le témoin autologue réalise au décours
de la RAI, c’est-a-dire que lorsque le plasma du patient est mis en contact avec ses propres GR,
on observe une agglutination. La positivité du témoin autologue dans la RAI oriente sur le

caractéere auto-immun de la réaction.
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Figure 7. Panel de 10 GR de phénotype informatif utilisé pour la détermination de la spécificité de I’allo-anticorps
présent dans le sérum du patient lors des tests pré-transfusionnels. Les GR positifs en TIA vont permettre de

caractériser 1’allo-anticorps.
2.2.2. Difficultés analytiques au cours de PAHAI

Lorsque des auto-anticorps chauds sont présents, ceux-ci réagissent généralement avec
I’ensemble des GR du panel, y compris le témoin autologue, donnant une image de pan-
agglutination en présence d’AGH a +37°C et vont potentiellement masquer la présence d’allo-
anticorps sous-jacents®3. Dans ce cadre, des techniques complémentaires vont devoir étre mises
en place afin de garantir la sécurité transfusionnelle des patients, car I’absence d’identification
d’un allo-anticorps peut étre responsable d’une augmentation de 1’hémolyse pouvant étre
attribué a tort & une augmentation de la sévérité de ' AHAI'?. Ainsi, un certain nombre de
techniques ont été décrites afin de détecter un éventuel allo-anticorps initialement masqué par

un auto-anticorps.

Dans I’AHAI a auto-anticorps froids, le témoin autologue, ainsi que les GR du panel utilisés
pour la RAI en présence du plasma du patient, vont agglutiner a +4°C et a température ambiante.
L’agglutination s’effectue généralement sans addition d’AGH compte tenu de la taille de I'IgM
qui va mettre en contact les GR et donner I’'image d’agglutination. Les auto-anticorps froids ne
masquent habituellement pas d’éventuels allo-anticorps car la RAI est réalisée a +37°C,
température a laquelle les IgM ne sont pas actives. Si 1’auto-anticorps froid est actif a
température d’ambiante, celui-ci pourra masquer la détection d’un allo-anticorps. A distance de
toute transfusion, un traitement par DTT, inactivant les IgM en cassant les ponts disulfures
nécessaires a la structure pentamérique de I’IgM pourra étre réalisé. Ainsi, les auto-anticorps
de type IgM seront détruits, laissant place a la détection d’un allo-anticorps de type IgG d’intérét

clinique. Cette technique présente toutefois I’inconvénient de diluer le sérum au demi, d’ot un
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risque de faux négatif pour des allo-anticorps de type IgG de faible titre. En contexte
transfusionnel récent, les techniques permettant de s’affranchir de I’auto-anticorps froid sont

les mémes que celles utilisées pour les auto-anticorps chauds.

Un auto-anticorps froid pourra par ailleurs interférer avec le groupage ABO, réalisé a
température ambiante, sans AGH. Un lavage des GR du patient en solution saline a chaud
permet généralement de s’affranchir des problémes d’auto-agglutination. Dans de rares cas, le
groupage ABO devra étre effectué aprés traitement des GR du patient avec de faibles

concentrations de DTT.
2.2.3. Techniques associées a ’AHAI

En cas d’AHALI, les techniques a réaliser afin de s’affranchir de I’auto-anticorps sont souvent
lourdes, longues, chéres et consomment beaucoup d’échantillon alors méme que le besoin
transfusionnel peut étre urgent. Compte-tenu de I’'urgence potentielle, réaliser les techniques

les plus rapides pour mettre en évidence un allo-anticorps est un challenge!?!,

Une étroite communication entre le prescripteur et le laboratoire d’immuno-hématologie est
indispensable afin, d’une part, de confirmer I’indication transfusionnelle et d’évaluer son
rapport bénéfice/risque et, d’autre part, de définir si le délai d’exécution des investigations est
compatible avec ’'urgence clinique. Ainsi, en fonction du degré d’urgence transfusionnelle
évalué par le clinicien, les techniques permettant de sécuriser la transfusion dans le temps

imparti vont étre mises en place.

Différentes approches, telles que les techniques de dilution de sérum, les caractérisations
phénotypiques ou génotypiques ainsi que les méthodes d’adsorptions vont permettre de
sécuriser la transfusion sanguine. Les techniques d’adsorption sur hématies autologues (patient)

ou homologues (donneurs) apportent plus d’assurance quant a la présence d’allo-anticorpst*?,
2.3. Auto-adsorptions

Différentes techniques peuvent étre utilisées pour séquestrer 1’auto-anticorps et ainsi permettre

de démasquer un allo-anticorps sous-jacent.

La technique la plus efficace pour retirer ’auto-anticorps est I’adsorption. Parmi les techniques
d’adsorption, hormis les cas de transfusion récente ou d’auto-anticorps saturants, I’auto-

adsorption est la méthode idéale pour la détection d’allo-anticorps d’intérét clinique.
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2.3.1. Principe général

L’auto-adsorption consiste en I’incubation des GR du patient avec son propre plasma/sérum
afin de retirer I’auto-anticorps et permettre la détection d’allo-anticorps d’intérét clinique
(Figure 8). En cas d’AHAI a auto-anticorps chauds, I’auto-adsorption est réalisee a +37°C.
Pour ’AHAI a auto-anticorps froids, 1’auto-adsorption est réalisée a +4°C. Dans les cas
d’AHALI a auto-anticorps mixtes, 1’auto-adsorption du sérum pourra étre effectuée en associant

de maniére séquentielle une série d’auto-adsorptions & +37°C et une série & +22°C (voire+ 4°C).

En fonction de I’intensité de ’auto-anticorps plasmatique/sérique (TI1A compris entre 1+ et 4+),
le plasma/sérum est auto-adsorbé sur un nombre plus ou moins important d’aliquotes de GR
autologues afin de retirer I’intégralité des auto-anticorps (TIA 1+ - 1 adsorption, TIA 2+ > 2
adsorptions, ...). Un nombre d’adsorptions supérieur a quatre devrait étre évité car chaque auto-
adsorption entraine une dilution du plasma/sérum et les allo-anticorps de faible intensité

risquent de ne pas étre mis en évidence (Figure 8).

Afin de s’assurer du degré de dilution au cours de 1’auto-adsorption, la mesure de la
concentration des proteines plasmatiques/sériques peut étre réalisée en parallele. Le
plasma/serum auto-adsorbé est ensuite mis en contact avec les GR du panel permettant

I’identification d’un éventuel allo-anticorps.

Plasma du patient

-
GR du patient —bl' ll l' ll \V/

Plasma
passage passage passage passage adsorbé

Figure 8. Auto-adsorption d’auto-anticorps dans le plasma/sérum de patients afin de détecter un éventuel allo-

anticorps.
2.3.2. Techniques d’amélioration

La capacité d’auto-adsorption des hématies autologues est limitée. Ceci est particuliérement
vrai lorsque le titre de I’auto-anticorps est important, induisant une saturation des sites
antigéniques érythrocytaires in vivo, alors peu accessibles pour la fixation d’auto-anticorps
supplémentaires in vitro. Quand les auto-anticorps du patient sont fortement fixés sur ses GR
(TDA fortement positif), différentes méthodes peuvent étre employées pour dissocier I’auto-

anticorps de la surface des GR avant de démarrer les techniques d’auto-adsorption'??, Les
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traitements pouvant étre utilisés pour retirer 1’auto-anticorps tout en maintenant intacts les GR
comprennent la chloroquine diphosphate’?® (dissociation en deux heures), le
ZZ AP (dissociation en une a deux heures), ’'EDTA glycine acide (dissociation en 2 minutes),
un gradient de centrifugation comprenant le pH et la densité!?* ou un bref passage des GR a
+56°C10%2, Ces traitements vont éluer les auto-anticorps fixés a la surface des GR du patient,
rendant les sites antigéniques disponibles pour une auto-adsorption des auto-anticorps
plasmatiques in vitro. Une fois les auto-anticorps adsorbés du plasma/sérum, les allo-anticorps
vont pouvoir étre identifiés par RAI.

Par ailleurs, les auto-anticorps élués de la surface des GR vont pouvoir étre identifiés sur le

panel de GR informatifs et les GR libérés de 1’auto-anticorps vont pouvoir étre phénotypés.

Ces traitements peuvent étre utilisés afin d’augmenter 1’efficacité de I’auto-adsorption mais
sont chronophages et présentent quelques inconvénients. lIs risquent en effet de détruire des
antigénes cibles d’auto-anticorps. Si I’antigéne cible est détruit par le traitement, les GR
autologues ne pourront plus adsorber I’auto-anticorps. C’est par exemple le cas pour I’antigene
KEL4 (Kpb), détruit par le DTT présent dans le ZZAP. Une alternative plus rapide (pas d’étape
de pre-traitement des GR du patient) et moins chére consiste en une auto-adsorption en présence
de polyéthyléne glycol (PEG)**?7 ou de solution de basse force ionique (LISS)*?® qui va
permettre de s’affranchir de I’étape enzymatique en minimisant I’impact sur la sensibilité de
détection d’un allo-anticorps sous-jacent!??, En effet, le PEG est un polymére linéaire, neutre
et hydrophile qui améliore 1’avidité et I’affinité des anticorps pour les GR. Néanmoins, certaines
équipest?®*° ont retrouvé une moins bonne sensibilité de détection d’allo-anticorps avec le
PEG (allo-anti-KEL1 et allo-anti-Jkb de faible intensité non retrouvés avec le PEG mais
détectés par auto-adsorption en présence d’enzyme). La disparition ou la diminution de
I’intensité de I’allo-anticorps en présence de PEG pourrait étre di a une précipitation des
immunoglobulines par le PEG*!32, Le LISS va quant a lui accélérer I’interaction antigénes-

anticorps en diminuant les forces ioniques qui s’opposent.
2.3.3. Limites
En cas de transfusion récente, ’auto-adsorption n’est pas recommandée.

En effet, en cas de transfusion, des GR homologues vont étre présents dans la circulation
sanguine du patient et pourront adsorber un éventuel allo-anticorps si ces derniers présentent
I’antigéne correspondant®*®. Ceci pourrait conduire a un faux négatif lors de la recherche d’allo-

anticorps anti-érythrocytaires sur ’adsorbat (Figure 9).
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L’étude de Laine et al®™*® a démontré que seuls 2 a 6% de GR d’un CGR transfusé étaient
suffisants pour adsorber un allo-anticorps lors de I’épreuve d’auto-adsorption. D’une manicre
générale, lorsqu’une transfusion a eu lieu au cours des 4 derniers mois, 13% des GR circulants
d’un receveur sont allogéniques (issus du donneur). Toutefois, la capacité des GR allogéniques
a I’adsorption d’un allo-anticorps va varier en fonction du titre et de I’affinité de 1’allo-anticorps

ainsi que du nombre de sites antigéniques présents sur les GR transfusés.

Les GR ont une durée de vie comprise entre 110 et 120 jours et ont une demi-vie moyenne de
31 jours dans la circulation sanguine. Chez des patients porteurs d’un auto-anticorps sans
AHAI, les GR autologues et homologues ont une survie normale. Il conviendra donc d’attendre

3-4 mois apres la derniére transfusion avant d’effectuer une auto-adsorption.

Chez les patients présentant une AHAI, les GR transfuses (homologues), tout comme les GR
du patient (autologues) auront une demi-vie raccourcie®*. L’étude de Pirofsky'!® a montré que
la demi-vie des GR de patients atteints d’AHALI a auto-anticorps chauds était comprise entre 2
et 25 jours. Ainsi chez des patients présentant une hémolyse sévere et nécessitant des
transfusions répétées, une auto-adsorption pourrait étre réalisée dans un délai bien plus court
que trois mois. Néanmoins, étant donné que ces patients nécessitent des transfusions
rapprochées, il conviendra, dans un souci de securité, de respecter un délai de 3 mois entre la

derniére transfusion et une auto-adsorption.

De méme, lors d’une grossesse récente, du fait du passage de GR du feetus dans le sang

maternel, il conviendra également d’attendre 3 mois avant toute auto-adsorption.

Hématies du patient Hématies résiduelles
@ transfusées du donneur - ‘ Auto-anticorps fixé sur les
X ® B hématies du patient et du donneur
(A @7 o
e & TS *p ®& Allo-anticorps fixé sur son
@_, L antigeéne si ce dernier est présent
e ° sur les hématies du donneur

> Recherche d’allo-anticorps négative
dans 1’adsorbat

Figure 9. Auto-adsorption sur hématies autologues et risque de faux négatif en cas de transfusion récente (délai <
4 mois). D’aprés T.Peyrard, 2009,

Ensuite, 1’auto-adsorption nécessite de grands volumes de GR autologues et ne pourra étre

réalisée chez des patients atteints d’anémie sévére, avec un hématocrite trop bas.
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Enfin, si I’auto-adsorption n’est pas compléte, des auto-anticorps dont la spécificité mime des
allo-anticorps peuvent interférer avec la détection de réels allo-anticorps**®. En effet, 1’équipe
d’Issitt!® a montré que 70% des auto-anti-Hr, et auto-anti-Hr partiellement adsorbés
ressemblaient a des allo-anticorps anti RH5 (e), RH2 (C) ou RH3 (E). Par ailleurs, d’autres
équipes ont montré que des auto-anticorps peuvent également mimer des spécificités autres que
le systéme RH®"-141, Ces observations sont directement liées a la sélection de CGR compatibles
avec le receveur. Par exemple, dans I’étude d’Issitt’'!, un patient présentait aprés auto-
adsorption des allo-anticorps anti-RH4 (c), RH3 (E) et JK1 (Jka). Il s’est avéré apres allo-
adsorptions supplémentaires sur des hématies RH-4 (c-), RH-3 (E-), JK-1 (Jka-) que le patient
ne présentait qu’un allo-anticorps anti-RH3 (E) ; les anti-RH4 (c) et anti-JK1 (Jka) étaient en
réalité des auto-anticorps mimant des allo-anticorps. Si le sérum du patient contient un allo-
anticorps d’intérét clinique, des CGR compatibles devront étre sélectionnés (CGR sans
I’antigeéne contre lequel le patient est immunisé). Si ’on est en présence d’un auto-anticorps
mimant un allo-anticorps, ces précautions ne seront pas nécessaires et la transfusion pourra étre
plus rapide. Dans notre exemple, il était ainsi beaucoup plus facile, rapide et moins cher de
trouver des CGR RH-3 (E-) que des CGR RH-4 (c-), RH-3 (E-), JK-1 (Jka-) pour transfuser le

patient.

Néanmoins, si I’auto-anticorps mimant un allo-anticorps a tendance a se fixer sur I’antigéne
d’intérét, il sera plus prudent de transfuser le patient avec des CGR « antigéne négatif »*%¢. Si
’auto-adsorption n’est pas suffisante pour retirer I’auto-anticorps et permettre la détection d’un
allo-anticorps sous-jacent, une allo-adsorption peut étre réalisée. Cependant, I’auto-adsorption
est préférée a 1’allo-adsorption car il y a risque d’adsorber des allo-anticorps dirigés contre des

antigenes de haute fréquence (tels que des anti-Ge, anti-Vel) ou contre des antigénes variants.

Enfin, I’auto-adsorption ne requiert que les hématies du patient (GR autologue) contrairement
a I’allo-adsorption qui utilise plusieurs hématies homologues de phénotypes érythrocytaires
différents. Ainsi, I’auto-adsorption s’effectue plus facilement et permet de disposer d’un plus
grand volume d’adsorbat pour effectuer des identifications d’allo-anticorps sous-jacents ou

réaliser les tests de compatibilité des CGR.
2.4. Allo-adsorptions

L’allo-adsorption avec des GR de profil antigénique connu présente de nombreux avantages.
Elle est utilisée pour adsorber 1’auto-anticorps et détecter un éventuel allo-anticorps chez des

patients anémiés ayant été récemment transfusés avec des CGR allogéniques. Par ailleurs, cette
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technique ne nécessite pas de GR du patient, difficilement disponibles en cas d’anémie sévére.
De plus, les hématies utilisées n’ont pas été sensibilisées in vivo par 1’auto-anticorps et

présentent donc une capacité d’adsorption plus importante que les hématies autologues.
2.4.1. Principe genéral

L’allo-adsorption consiste a mettre en présence in vitro le plasma/sérum du patient avec des
hématies de donneurs de phénotype connu, judicieusement sélectionnées. L. allo-adsorption sur
hématies homologues est rendue possible par le fait que les auto-anticorps reconnaissent

classiqguement un antigene érythrocytaire de fréquence élevée.

Si le phénotype érythrocytaire du patient n’est pas connu, I’allo-adsorption doit étre réalisée en
utilisant trois hématies de donneurs de groupe O qui couvrent le systeme RH (R1R1 : I’anti-
RH3 (E) et I’anti-RH4 (C) restent dans 1’adsorbat, R2R2 : I’anti-RH2 (C) et I’anti-RH5 (e)
restent dans 1’adsorbat, rr : I’anti-RH2 (C) et I’anti-RH3 (E) restent dans 1’adsorbat), le systéme
KEL, le systeme FY, le systéme JK et le systeme MNS. Ces trois cellules sont choisies de telle
sorte qu’au moins 1'une d’entre elles ne posséde pas I'un des antigénes d’intérét clinique :
KEL1, FY1 (Fya), FY2 (Fyb), JK1 (Jka), JK2 (Jkb), MNS1 (M), MNS2 (N), MNS3 (S) et
MSN4 (s) (Table 8).

Table 8. Exemple de cellules d’allo-adsorption permettant d’adsorber des auto-anticorps.

Cellule Rhésus RH Kell Duffy Kidd MNS
D C E ¢ e K k Fya Fyb Jka Jkb S s M N
1 R1R1 + + 0 0 + O + + 0 0 + o + 0 +
2 R2R2 + 0 + + 0 0 + + 0 + + + + + +
3 re 0 0o 0 + + + + 0 + + 0 0o + + 0

Les traitements enzymatiques tels que la ficine, la papaine ou le ZZAP sont utilisés pour
augmenter ’efficacité de I’allo-adsorption de 1’auto-anticorps. Ces traitements protéolytiques
vont également étre utilisés pour leur pouvoir dénaturant envers certains antigénes de groupe
sanguin. Ainsi, si I’allo-adsorption se fait sur des cellules traitées par du ZZAP, les antigénes
KELL, FY1 (Fya), FY2 (Fyb) et MSN vont étre détruits, permettant la détection d’allo-anticorps
dans ces systémes de groupe sanguin. 11 suffira alors de s’assurer de la présence d’une cellule
JK-1 (Jka-) et d’une cellule JK-2 (Jkb-). Sil’adsorption se fait sur des cellules traitées par des
enzymes, les antigenes FY1 (Fya), FY2 (Fyb) et MSN vont étre détruits, il conviendra alors

d’avoir au moins une cellule JK-1 (Jka-), une cellule JK-2 (Jkb-) et une cellule KEL-1.
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De plus, tout comme pour 1’auto-adsorption, un traitement par PEG ou LISS va augmenter
laffinit¢ de 1’auto-anticorps pour I’antigéne et va ainsi raccourcir le délai de reéalisation

technique, permettant une prise en charge transfusionnelle plus rapide.

Le plasma/sérum du patient, divisé en trois aliquotes, va étre mis en contact avec ces trois
cellules a +37°C. La durée d’incubation dépend des traitements enzymatiques employés. Ainsi,
pour I’allo-adsorption en présence de papaine ou de ZZAP, chaque passage dure 30
minutes*'?142 alors qu’en présence de LISS ou de PEG, [lincubation est de 15
minutest!2126128142 plysieurs passages d’allo-adsorptions vont étre réalisés jusqu’a disparition

de I’auto-anticorps dans 1’adsorbat (Figure 10).

Une RAI est ensuite réalisée sur 1’adsorbat. Les images obtenues sur le panel d’identification
aprés allo-adsorption sur les trois cellules vont étre comparées entre elles afin de mettre en
évidence un éventuel allo-anticorps sous-jacent. L’objectif étant qu’au moins une des cellules
d’allo-adsorption n’adsorbe pas un allo-anticorps sous-jacent. Une des limites de cette

technique consiste a obtenir des quantités suffisantes de ces trois cellules.

Adsorption avec des cellules R1R1 Adsorption avec des cellules R2R2 Adsorption avec des cellules rr
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Figure 10. Allo-adsorption d’auto-anticorps dans le plasma/sérum de patients afin de détecter un éventuel allo-
anticorps. Adapté de Dara et al, 201743,

2.4.2. Technique alternative

Lorsque le phénotype du patient est connu ou peut étre déterminé, des cellules d’allo-adsorption

phénocompatibles avec le patient pourront étre utilisées.

La détermination du phénotype RH, KEL, JK, FY et MNS chez des patients ayant un TDA IgG
positif peut étre perturbée par la présence d’auto-anticorps car le phénotype érythrocytaire est

généralement réalisé avec des anticorps monoclonaux de type 1gG.

Hormis pour les antigénes des systemes RH, KEL, JK ainsi que I’antigéne MSN3 (S) qui

peuvent étre déterminés avec des anticorps monoclonaux de type IgM a température ambiante,
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le phénotype FY et MNS ne pourra pas étre déterminé. Néanmoins, en connaissant une grande
partie du phénotype érythrocytaire du patient, 1’allo-adsorption pourra étre réalisée sur une,
voire deux cellule(s), de phénotype semblable au patient!?, ce qui raccourcit les techniques en
terme de durée de réalisation tout en utilisant moins de plasma/sérum de patient.

Chez les patients de phénotype inconnu et dont I’anémie hémolytique est trés sévere, il n’est
pas possible de réaliser des techniques d’allo-adsorption sur plusieurs cellules. Pour ces

patients, le génotypage érythrocytaire en urgence est désormais une alternative possible.

Par ailleurs, si I’allo-adsorption est réalisée en présence d’enzymes, une seule cellule respectant

le phénotype JK sera nécessaire puisque les antigénes FY et MNS seront détruits par I’enzyme.

L’allo-adsorption peut également étre utilisée pour séparer des anticorps ou les purifier. En
effet, au sein d’un mélange complexe d’allo-anticorps, une ou plusieurs specificités peuvent
étre retirées du plasma/sérum par allo-adsorption sur des cellules possédant I’antigéne. Ainsi,

des allo-anticorps initialement masqués vont pouvoir étre identifiés.
2.4.3. Limites

L’un des inconvénients majeurs de I’allo-adsorption est 1’adsorption d’un allo-anticorps dirigé
contre un antigene de fréquence élevée (allo-anticorps anti-public). Cet allo-anticorps sera
adsorbé car toutes les cellules d’allo-adsorptions sont porteuses d’antigenes publics, présents

chez 99% de la population.

Néanmoins, si I’antigéne de fréquence élevée est détruit par un traitement enzymatique, 1’allo-

anticorps pourra étre mis en évidence.

Un autre inconvénient réside dans le fait que certains allo-anticorps ne pourront pas étre
discriminés par la RAI classique car seuls les allo-anticorps courants peuvent étre mis en

évidence dans ’adsorbat.

Hormis le risque d’adsorber un allo-anticorps dirigé contre un antigéne de fréquence élevee,
I’allo-adsorption est la meilleure alternative a I’auto-adsorption chez des patients atteints

d’anémie sévére et multi-transfusés.

2.5. Options analytiques supplémentaires

Dans le cadre de 1'urgence, afin de ne pas se trouver dans une situation de retard a la transfusion

pouvant étre préjudiciable chez certains patients dont ’AHALI est sévere, d’autres techniques
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permettant de sécuriser la transfusion sanguine sont venues s’ajouter aux techniques

d’adsorption afin de répondre aux besoins dans les meilleurs délais'*.
2.5.1. Dilutions

La technique de la dilution au cinquiéme, proposée par Oyen et Angeles!** est une technique
simple et rapide basée sur le postulat qu’a cette dilution, la majorité des auto-anticorps
n’interféreront pas avec des allo-anticorps qui resteront bien visibles. Cette dilution a été choisie

par titrage de 1’auto-anticorps dans le plasma de patients.

Cette technique n’est valide que si le titre de 1’allo-anticorps est supérieur a celui de 1’auto-

anticorps.

Bien que 1’équipe d’Oyen retrouve des résultats comparables entre la dilution au cinquieme et
I’adsorption (119 échantillons testés), d’autres €équipes sont moins convaincues par cette
technique’. En effet, la dilution au cinquiéme semble étre moins sensible que 1’adsorption car
des allo-anticorps d’intensité réactionnelle inférieure a I’auto-anticorps ne peuvent étre mis en
é¢vidence. Néanmoins, il s’agit d’une technique plus adaptée aux situations d’urgence que

I’adsorption.

Ainsi, compte tenu de I’absence de consensus sur cette technique, 1’équipe de Leger'? a

propos¢ que la dilution au cinquieme soit réalisée en cas de nécessité, si l’urgence
transfusionnelle des patients ne laisse pas le temps de réaliser une technique d’adsorption.

L’adsorption sera alors réalisée de fagon rétrospective sur un prélévement pré-transfusionnel.

Des dilutions au tiers ont également été suggérees afin de mettre en évidence un allo-anticorps

de faible titre, qui ne serait pas visible lors des techniques de dilution au cinquieme.

La technique de dilution, combinée au phénotypage du patient, a par ailleurs été proposée pour

mettre en évidence un auto-anticorps mimant un allo-anticorps#4.

Des équipes se sont également intéressées a la présence d’allo-anticorps dans I’éluat. Ainsi,
chez des patients récemment transfusés présentant une image de pan-agglutination a la RAI, la
technique de dilution a été appliquée a I’¢luat. Cette technique permettrait de mettre en évidence
un allo-anticorps nouvellement formé qui ne serait pas encore détectable dans le

plasma/sérum?46.
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De la méme fagon, des dilutions de I’éluat permettraient de détecter des allo-anticorps de faible
titre, fixés a la surface des GR transfusés qui ne seraient pas vus dans des dilutions du

plasma/sérum?!2,
2.5.2. Unités de CGR « les moins incompatibles »

Toutes les AHAI ne donnent pas une image de pan-agglutination homogéne a la RAI. Dans
certains cas, des différences de réactivité allant du négatif au 2+ peuvent étre observées sur les
hématies du panel d’identification avec un témoin autologue d’intensité supérieure a I’ensemble
des réactivités du panel. Le recours aux CGR « les moins incompatibles » consiste a délivrer
les CGR ABO les moins réactifs avec le plasma/sérum du patient contenant des auto-
anticorps®®. Les unités présentant les agglutinations les moins intenses sont supposées étre les
moins réactives vis-a-vis de 1’auto-anticorps et ne pas étre reconnues par un eventuel allo-

anticorps non dépisté.

Toutefois, cette technique ne permet pas d’avoir la certitude que les CGR transfusés sont
réellement compatibles avec le patient car I’auto-anticorps, risquant de masquer un allo-

anticorps n’a pas ¢été ¢liminé.

Ainsi, la transfusion d’unités de CGR « les moins incompatibles » devrait étre réservée aux

situations d’extréme urgence.
2.5.3. Phénotypage / Génotypage

Le phénotypage des patients va permettre de confirmer la spécificité d’un allo-anticorps,
suspecter des allo-anticorps supplémentaires en fonction du phénotype, déterminer des CGR

phénocompatibles ou aider dans la sélection de cellules d’allo-adsorption.

Les patients atteints d’AHAI nécessitant une transfusion rapide pourront recevoir une prise en
charge relativement sOre'*’, en amont des techniques d’adsorption, avec des CGR
phénocompatibles'*®. Néanmoins, un allo-anticorps autre que les allo-anticorps de spécificité
courante (RH, KEL1, FY, JK, MNS), pourrait étre responsable d’une hémolyse post-

transfusionnelle.

Chez ces patients, connaitre leur phénotype étendu (systéemes JK, FY et MNS) en plus de leur
phénotype ABO, RH et KEL1 permettrait de sélectionner des GR allogéniques compatibles
pour les techniques d’allo-adsorptions. Ainsi, le nombre de cellules d’allo-adsorption pourrait

étre réduit.
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Comme décrit plus haut, le phénotypage, basé sur I’hémagglutination, peut étre compliqué par
la présence d’Ig a la surface des GR du patient ou lorsque celui-ci est régulierement transfusé.
En cas d’IgG fixées a la surface des GR du patient, un traitement chimique (chloroquine
diphosphate, ZZAP, EDTA glycine acide...)'*® peut étre réalisé afin de décaper les GR,
permettant ainsi le phénotypage. Néanmoins, le traitement chimique risque de dénaturer
certains antigénes de groupe sanguin, ce qui limite la détermination du phénotype
érythrocytaire. Une autre possibilité, consiste en 1’utilisation d’anticorps monoclonaux de type
IgM permettant de déterminer une grande partie du phénotype du patient. Cependant, les
anticorps monoclonaux de type IgM ne sont pas disponibles pour tous les antigénes

érythrocytaires du phénotype étendu.

Lorsque le patient a récemment été transfuse, les GR autologues vont étre meélangés aux GR
allogéniques. Le phénotypage pourra étre realisé sur des réticulocytes autologues obtenus par
centrifugation. La cytométrie en flux permet également de phénotyper les GR d’un patient

récemment transfusé®,

Le génotypage est une alternative aux limites pouvant étre rencontrées au cours du phénotypage
(TDA positif, transfusion récente inférieure a 4 mois)*®L. Il consiste a étudier 1’expression des
geénes de groupes sanguins au niveau de ’ADN (Acide DésoxyriboNucléique) génomique
leucocytaire du patient. Chez des patients récemment transfusés ou porteurs d’Ig a la surface
de leurs GR, le génotypage va permettre de déduire leur phénotype érythrocytaire. Certaines
équipes recommandent désormais la transfusion de CGR génocompatibles chez des patients
atteints d’AHAI

La transfusion de CGR génocompatibles permettrait de s’affranchir des techniques
d’adsorptions qui permettent de mettre en évidence un allo-anticorps déja présent tout en
limitant le risque d’allo-immunisations futures'®2. De plus, obtenir des CGR génocompatibles

pourrait étre plus rapide et moins cher que de réaliser des techniques d’adsorptions.

Néanmoins, si le patient présente un phénotype/génotype érythrocytaire rare, transfuser en
phéno/géno compatible deviendrait vite un défi. Chez ces patients, les techniques d’adsorptions

resteraient nécessaires.

Enfin, certains variants phénotypiques ne sont pas mis en évidence au niveau génotypique, il
conviendra donc d’étre vigilant. C’est par exemple le cas du phénotype Rh-null dont
I’expression génotypique RHD/RHCE est normale mais le gene RHAG qui leur est associé

n’est pas fonctionnel. Ainsi, le génotype de ces patients est différent de leur phénotype.
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3. Objectifs de I’étude

Compte-tenu de la variabilité des résultats des études'®”1!2 portant sur les fréquences d’allo-
immunisation et de I’absence de consensus'?! sur la prise en charge biologique d’échantillons

de patients présentant des auto-anticorps, une étude actualisée est justifiée.
Ainsi, cette étude se divise en 2 parties :

- Une analyse rétrospective de la fréquence d’allo-immunisation anti-érythrocytaire chez 319
patients porteurs d’auto-anticorps, analysés au laboratoire d’immuno-hématologie de I’EFS

(Etablissement Francais du Sang) site H. Mondor, Créteil, entre janvier 2010 et octobre 2017.

- Un travail prospectif portant sur les techniques de mise en évidence d’éventuels allo-anticorps

masqués par des auto-anticorps
3.1. Fréquence d’allo-immunisation chez les patients transfusés porteurs d’auto-anticorps

Il'y a une trentaine d’années, plusieurs études réalisées sur des cohortes de taille variable se
sont intéressées a la fréquence d’allo-immunisation de patients auto-immunises. Ces études ont

donné des résultats tres variables allant de 10 a 40%.

3.1.1. Objectif principal

L’objectif principal de ce travail est la réalisation d’une ¢tude actualisée de la prévalence de

I’allo-immunisation chez des patients transfusés auto-immunisés.

La plupart des études ayant éte réalisées dans les années 1990, il est intéressant de voir si
I’évolution des techniques permettant de s’affranchir des auto-anticorps a modifié la prévalence
de I’allo-immunisation estimée chez ces patients. En effet, bien que I’auto-adsorption reste la
technique de premiére intention pour 75% des laboratoires!?!, il est désormais admis qu’aprés
une auto-adsorption, des auto-anticorps mimant des allo-anticorps peuvent persister*'t. Ainsi,
les résultats des études portant sur la prévalence de I’allo-immunisation, réalisées a partir

d’échantillons auto-adsorbés sont surestimés.

Les recommandations sur I’étendue de la phéno-compatibilité au cours de la prise en charge
des patients porteurs d’auto-anticorps varient selon les pays. Comme aucune étude n’a été
réalisée sur une cohorte de patients frangais, il est intéressant de regarder la prévalence de 1’allo-
immunisation chez des patients auto-immunisés, suivis a I’EFS site Mondor (Créteil). Etant
donné que le risque d’immunisation au cours de ’AHAI est au moins équivalent a celui des

patients drépanocytaires’®®1%  certains pays, tels que la France!*’, transfusent
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systématiquement ces patients avec des CGR phénocompatibles RH-KEL1. Cette prise en
charge permet d’éviter toute allo-immunisation dans ces deux systemes trés immunogeénes.
D’autres préférent utiliser les CGR phénocompatibles en curatif pour les patients déja allo-

immunisés plutdt qu’en préventif'®,

3.1.2. Objectif secondaire

Les études réalisées sur la prévalence de 1’allo-immunisation a un temps T englobent les
différentes sources d’allo-immunisation que sont la grossesse, la transfusion et la
transplantation. La part imputable a la transfusion dans le risque d’allo-immunisation au cours
de la prise en charge des patients auto-immunisés n’a pour I’instant pas été étudi¢e. Ce point a
donc éte analysé dans ce travail. L’étude de I’incidence de 1’allo-immunisation transfusionnelle
permettrait de déterminer si le terrain auto-immun est un facteur de risque d’allo-immunisation

anti-érythrocytaire.
3.2. Comparaison de techniques

Afin de sécuriser la prise en charge transfusionnelle des patients présentant des auto-anticorps,

différentes techniques ont été proposéest?!,

Comme les AHAI a auto-anticorps froids n’interférent que trés rarement avec les analyses

immuno-hématologiques, I’étude prospective s’est concentrée sur les auto-anticorps chauds.

De plus, I’étude de la cohorte de patients analysés a I’EFS site Mondor (Créteil) a montré que
que le profil de ces patients ne se préte généralement pas a la mise en ceuvre de techniques
d’auto-adsorptions. En effet, les patients nécessitant une prise en charge transfusionnelle pour
une AHAI sont généralement trés anémiés du fait de leur taux élevé en auto-anticorps et sont
régulicrement transfusés. Ainsi, I’étude s’est basée sur la comparaison des techniques d’allo-

adsorption.

3.2.1. Objectif principal

L’objectif de cette étude consiste a déterminer la technique la plus efficiente pour mettre en
évidence un allo-anticorps lorsque des auto-anticorps forment une image de pan-agglutination
ce qui peut masquer un éventuel allo-anticorps. Pour cela, les techniques proposées dans la

littérature ont été reprises et comparées*??,

Quelle que soit la technique, la premiére étape consiste a étudier la réactivité de I’auto-anticorps
vis-a-vis de GR traités par une enzyme protéolytique. Les auto-anticorps chauds reconnaissant

généralement des antigénes du systeme RH, leur réactivité apparait augmentée vis-a-vis de GR
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traités par des enzymes (papaine). Pour les auto-anticorps dirigés contre d’autres antigénes
érythrocytaires'®, leur réactivité peut étre diminuée en présence d’un traitement enzymatique
des GR®, Cette premiére étape permet donc de déterminer si les GR d’allo-adsorption devront

étre traités par une enzyme. Au laboratoire, la papaine est utilisee.

La seconde étape de 1’étude est la comparaison des techniques d’allo-adsorption avec et sans
PEG ainsi que les techniques d’allo-adsorption en présence de LISS. L’allo-adsorption en
présence de PEG ou de LISS peut entrainer une disparition par dilution des allo-anticorps de
faible réactivité!?®1%_ 1.’impact de ces techniques sur la détection d’allo-anticorps pouvant étre
impliqués dans des réactions transfusionnelles doit donc étre évalué notamment s’il y a un

risque de restimulation antigénique.

Par ailleurs, les techniques de dilution de plasma permettent une prise en charge rapide des
patients en urgence transfusionnelle. 11 est intéressant de comparer les résultats obtenus entre la
technique de dilution au cinquieme décrite dans la littérature, une technique de dilution au demi,
parfois utilisée au laboratoire et les techniques d’allo-adsorption afin de déterminer la sécurité

des dilutions pour leur utilisation dans un contexte d’urgence.

De plus, chez les patients transfuses, les résultats de dilution du plasma ont été comparés avec
des dilutions de I’éluat. Le but étant de déterminer I’intérét des dilutions de I’éluat pour mettre

en évidence des éventuels allo-anticorps de faible intensité!®.

3.2.2. Objectif secondaire

En parallele de la comparaison des techniques qui permettraient de déterminer laquelle est la
plus discriminante dans la détection d’un allo-anticorps masqué par un auto-anticorps, il est
intéressant de savoir laquelle est la plus rapide. En effet, ces deux critéres ont toute leur
importance dans le cadre d’une transfusion urgente chez des patients présentant un tableau
d’hémolyse sévere. Il est donc important, pour ces patients, de pouvoir mettre en place les

techniques permettant de sécuriser leur transfusion dans un délai le plus court possible.

De plus, le titrage plasmatique de 1’auto-anticorps a été entrepris afin de corréler ce titre a

I’intensité du TDA, supposée associée au degré d’hémolyse.

Enfin, une corrélation entre le titre de I’auto-anticorps au nombre de cycles d’allo-adsorption

nécessaires a été réalisée.
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Materiels et méthodes
Ce travail comprend deux parties :

- Une étude rétrospective sur la fréquence d’allo-immunisation de patients porteurs
d’auto-anticorps

- Une comparaison des techniques disponibles afin d’assurer la sécurité transfusionnelle
de ce type de patients

1. Etude rétrospective de I’allo-immunisation de patients auto-immunisés

L’étude rétrospective a été réalisée a partir de prélévements sanguins de patients analysés a

I’EFS site Mondor (Créteil) entre 2010 et 2017.

1.1. Population, recueil de données et prélévements

Cette étude retrospective inclut 350 patients dont 192 femmes et 158 hommes avec un age
médian de 70.5 ans au moment du prélevement. Ces patients sont porteurs d’un auto-anticorps
donnant une image de pan-agglutination a +37°C avec un témoin autologue et un TDA positif
et ont bénéficié de techniques d’adsorption pré-transfusionnelles, toutes réalisées a I’EFS site
Mondor (Table 9). Les patients dont la pathologie était renseignée dans le dossier

transfusionnel étaient pour la plupart connus avec une AHAI primaire ou secondaire.

Table 9. Caractéristiques des participants a 1’étude rétrospective sur 1’allo-immunisation au cours de I’AHALI.

Patients porteurs d’auto-anticorps
Sexe (H/F) 158 H 192 F
Age (Années) 70 [2-95] 73 [1-100]
Pathologie AHALI idiopathique ou secondaire (78.40% des patients renseignés)

1.2. Prélévements
Avant toute transfusion sanguine, un tube EDTA (Tube BD Vacutainer® EDTA K3E) est

prélevé afin de réaliser une RAI pré-transfusionnelle. En présence d’une pan-agglutination a la
RAI, des techniques d’allo-adsorptions sont réalisées afin de mettre en évidence une éventuelle
allo-immunisation masquée par 1’auto-anticorps. La RAI réalisée a partir de I’adsorbat assure
la sécurité transfusionnelle pour une durée de 72 heures. Au cours de cette étude, 853
échantillons provenant des 350 patients ont été collectés. Parmi les 350 patients, 150 ont été

prélevés au moins 2 fois au cours de I’étude.

1.3. Données collectées

Pour chaque patient, des données démographiques et clinico-biologiques ont été recueillies :
age du patient, sexe, pathologie, résultats de TDA, délai entre les techniques d’allo-adsorption

et la transfusion sanguine ainsi que la présence d’éventuels allo-anticorps mis en évidence par
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les techniques d’allo-adsorption. Au cours des 7 années de recueil, plusieurs épisodes d’allo-
adsorptions ont parfois été réalisés pour chaque patient. A chaque allo-adsorption, les nouvelles
données clinico-biologiques (TDA, dé¢lai entre 1’allo-adsorption et la transfusion et
modifications de I’allo-immunisation mis en évidence par les techniques d’allo-adsorption) ont
été implémentées aux données du patient. Ce suivi a, entre autre permis d’analyser 1I’évolution

de I’allo-immunisation.
2. Techniques disponibles afin de sécuriser la transfusion de patients auto-immunisés

L’étude prospective a été réalisée a partir d’une cohorte de 11 patients porteurs d’un auto-
anticorps actif a +37°C et pris en charge par le laboratoire d’immuno-hématologie de I’EFS site
Mondor (Créteil). Toutes les techniques ont été realisées en suivant le logigramme 1, a partir
d’échantillons plasmatiques prélevés sur des tubes BD Vacutainer® EDTA K3E (Becton
Dickinson (BD), Franklin Lakes, NJ).

Logigramme 1. Prise en charge des échantillons de patients porteurs d’auto-anticorps, nécessitant une transfusion
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2.1. Techniques initiales
2.1.1. RAI

Avant toute transfusion, une RAI de dépistage sur un panel de 3 hématies de composition
antigénique définie réglementairement (Serascan Diana 3, Grifols) est réalisée afin de s’assurer

de I’absence d’allo-anticorps d’intérét transfusionnel.

Si le dépistage est positif, une RAI d’identification est réalisée sur un panel de 11 hématies

(Identisera Diana, Grifols) afin de confirmer la présence et la spécificité de I’allo-anticorps.

La technique repose sur un procédé de microfiltration sur carte-gel (carte-gel DG Gel Coombs,
Grifols) associé au TIA. Brievement, 50puL de GR du panel sont déposés dans les puits de la
carte-gel, puis 25uL de plasma du patient sont ensuite ajoutes dans chaque puits. En parallele,
un témoin autologue est réalisé afin de mettre en évidence la présence d’auto-anticorps. Pour
ce faire, 50uL de GR autologues dilués a 1% sont déposés dans un puits de la carte-gel puis
25uL de plasma autologue sont additionnes.

Aprés une étape d’incubation de 15 minutes a +37°C, la centrifugation a 128g des cartes-gels
permet de mettre en évidence une agglutination. Des auto-anticorps sont considérés comme
¢tant présents dans le cas d’une image de pan-agglutination a +37°C associée a un témoin

autologue positif. Un TDA est réalisé pour rechercher le type d’Ig impliqué.

2.1.2. TDA

Afin de mettre en évidence des anticorps de type 1gG ou des complexes immuns a la surface
des GR, 50uL de GR du patient sont mis dans les puits de la carte-gel contenant de I’AGH
monospécifique anti-1gG et anti-C3d, ainsi qu’un contrdle négatif (carte-gel DG Screening 11,
BioRad). Apres une étape de centrifugation a 85g, la présence d’auto-anticorps est révéelée. Un
TDA ¢largi peut également étre réalisé de la méme fagon qu’un TDA classique. Les cartes gel
comprennent alors de ’AGH anti-IgG, anti-IgA, anti-IgM, anti-C3c, anti-C3d, ainsi qu’un

contr6le négatif (carte-gel DG Screening I, BioRad).

2.2. Allo-adsorptions

Les techniques d’allo-adsorption sont effectuées sur des hématies homologues, sélectionnées
en fonction de leur phénotype étendu. Les techniques d’allo-adsorption sont réalisées avec des
hématies de groupe O et dont le phénotype RH-KELL1 est compatible, dans la mesure du
possible, avec celui du patient. Le nombre de cycles d’allo-adsorption réalisé en premiére

intention au laboratoire a fait I’objet d’une validation de méthode.
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2.2.1. Papaine

En fonction des caractéristiques de ’auto-anticorps, 1’allo-adsorption est réalisée avec des GR

traités ou non par la papaine (logigramme 2).

Afin de déterminer si ’auto-anticorps est actif en papaine, le plasma du patient est mis en

contact avec des GR papainés. Le plus souvent, les auto-anticorps sont réactifs en papaine.

Etant donné que la papaine détruit les antigenes des systemes FY et MNS, il convient de
respecter uniquement les antigénes négatifs du systéeme JK. Si le phénotype étendu du patient
n’est pas connu, 1’adsorption est réalisée en parallé¢le sur des hématies de phénotype JK-1 (Jka-

) et JK-2 (Jkb-).

En présence d’un auto-anticorps réactif en TIA mais non réactif en papaine, 1’allo-adsorption
est effectuée sur des hématies natives. Dans ce cas, 1’allo-adsorption est réalisee sur 2 (ou 3)
GR de donneurs présentant des phénotypes étendus différents ce qui permet d’avoir au moins
une hématie négative pour les antigénes FY1 (Fya), FY2 (Fyb), JK1 (Jka), JK2 (Jkb), MSN3
(S) et MNS4 (s).

Logigramme 2. Phénotype érythrocytaire a respecter en fonction de la réactivité de 1’auto-anticorps en présence

d’un traitement enzymatique. - -
Auto-anticorps actif en

papaine ?
Oul NON
Adsorption sur des Adsorption sur des hématies
hématies compatibles compatibles donneur/
donneur/ receveur pour les receveur pour les antigénes
antigénes JK FY, JK, MNS

Briévement, un volume d’hématies homologues est traité avec un volume de papaine Palerm
(Diagast, Loos, France) puis incubé 15 minutes a +37°C au bain-marie a sec. Les hématies sont
ensuite lavées 3 fois en solution saline 0.15M puis le culot d’hématies papainées est obtenu par

centrifugation a 2500g et décantation soigneuse du surnageant afin d’éviter toute dilution.
2.2.2. Allo-adsorption sans PEG

L’allo-adsorption sans PEG est réalisée de facon systématique afin de s’assurer qu’un éventuel
allo-anticorps n’est pas dilué par I’ajout de PEG ou de LISS. Si I’intensité des réactions en TIA
est inférieure a 2+, I’allo-adsorption est uniqguement réalisée sur des hématies traitées ou non

par la papaine sans addition de PEG (logigramme 3).

42



Dans autant de tubes d’hématies homologues de phénotypes différents, 500uL de plasma a
adsorber sont déposés sur S00uL de culot d’hématies homologues traitées ou non par la papaine.
Les tubes, une fois agités, sont incubés 30 min a +37°C puis centrifugés 5 minutes a 2500g. Le
surnageant (plasma adsorbé) est ensuite décanté et déposé sur de nouvelles hématies

homologues (selon le nombre d’allo-adsorptions nécessaires).
2.2.3. Allo-adsorption avec PEG

Si I’auto-anticorps est d’intensité supérieure ou égale a 2+ en TIA (logigramme 3) ou si les
allo-adsorptions sans addition de PEG ne permettent pas d’éliminer les auto-anticorps du
plasma, les allo-adsorptions sont alors réalisées en présence de PEG, sur des hématies traitées
ou non par la papaine. Le PEG est preparé en solution 20% a partir de 20g de PEG (Sigma
Aldrich, New Delhi, Inde) dans 100mL de tampon salin phosphaté afin de maintenir la solution
apH7.3.

Dans autant de tubes d’hématies homologues de phénotypes différents, 500uL de plasma a
adsorber sont déposes sur 500uL de culot d’hématies homologues traitées ou non par la papaine

en présence de 500uL de solution PEG.

Un témoin de dilution composé de 200uL de solution PEG et 200 pL de plasma est réalisé en

parallele. Ce témoin subit les mémes incubations et centrifugations-décantations que 1’adsorbat.

Les tubes sont incubés 15 minutes a +37°C au bain-marie a sec puis centrifugés a 2500g et
décantés. En fonction du nombre d’allo-adsorption nécessaire, 1’adsorbat est dépos€ ou non sur

de nouvelles hématies homologues.
2.2.4. Allo-adsorption en présence de LISS

En présence d’un auto-anticorps d’intensité supérieure ou égale a 2+ en TIA (logigramme 3),
les adsorptions peuvent étre réalisées en présence de LISS, sur des hématies traitées ou non par

la papaine.

Logigramme 3. Allo-adsorption a réaliser en fonction de I’intensité du TIA.
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500uL de plasma a adsorber sont déposés sur 500uL d’hématies traitées ou non par la papaine

en présence de 500pL de solution LISS (DG Cell Media, Grifols).

Un témoin de dilution composé de 200uL de solution LISS et 200 pL de plasma est réalisé en

paralléle. Ce témoin subit les mémes incubations et centrifugations-décantations que 1’adsorbat.

Les tubes sont incubés 15 minutes a +37°C au bain-marie puis centrifugés a 25009 et décantés.
En fonction de I’intensité de 1’auto-anticorps, le plasma adsorbé est déposé ou non sur de

nouvelles hématies homologues.

Quelle que soit la technique d’allo-adsorption, le plasma adsorbé est étudié en technique TIA.
Dans un premier temps, un dépistage du plasma adsorbé et du témoin de dilution est réalisé sur
un panel de 3 hématies-tests. Si le dépistage est positif sur I’ensemble des hématies du panel
sans différence d’intensité, des cycles d’adsorption supplémentaires sont réalisés. Si le
dépistage est positif mais laisse au moins une hématie négative ou si les hématies présentent
des différences d’intensité, une identification est effectuée. Si le dépistage est négatif,

I’identification est réalisée afin de confirmer 1’absence d’allo-anticorps (Table 10).

Afin de valider I’allo-adsorption, le taux de dilution du plasma est vérifie. Pour les techniques
utilisant le PEG et le LISS, la persistance de la positivité du tube témoin est contrdlée.

L’interprétation des résultats de la RAI sur plasma adsorbé est décrite dans la table 10.

Table 10. Interprétation des résultats de la RAI sur plasma adsorbé.

Résultat de la RAI sur plasma adsorbé Interprétation
RAI dépistage négative Absence d’allo-anticorps

Identification négative

RAI dépistage positive avec des intensités différentes | Allo-anticorps présent
sur chaque hématie
Identification d’un allo-anticorps lors de la RAI

identification

RAI dépistage positive avec des intensités identiques | Présence d’un auto-anticorps
sur chaque hématie Eventuel allo-anticorps associé non éliminé

Continuer les cycles d’adsorption

2.3. Elution, dilution et titrage de I’auto-anticorps

L’¢lution permet de détacher les anticorps de classe IgG fixés sur les hématies et d’en
déterminer la spécificité en réalisant une RAI sur I’¢luat obtenu. Dans I’AHALI, il est classique

d’observer a la RAI une agglutination de 1’ensemble des hématies du panel, pour le plasma
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comme pour I’éluat. De ce fait, les techniques de dilutions peuvent aider a I’identification

d’allo-anticorps masqués par un auto-anticorps.

Par ailleurs, le titrage de 1’auto-anticorps est réaliseé systématiquement chez les patients
présentant une image de pan-agglutination a la RAI. Il permet d’adapter les techniques a réaliser

en fonction de I’intensité de 1I’auto-anticorps.

2.3.1. Elution

La technique d’élution a I’acide (Diacidel, BioRad) est utilisée comme décrit par le fournisseur.
Brievement, apres lavage des hématies (Diacidel Wash solution), les anticorps sont détachés
grace a I’action d’un tampon glycine a pH acide (Diacidel Elution Solution). L’¢éluat obtenu est

ensuite neutralisé par une solution tampon TRIS alcaline (Diacidel Buffer Solution).

Une fois neutralisé, I’¢éluat est testé sur un panel de 11 hématies (Identisera, Grifols) afin de

caractériser I’auto-anticorps et/ou mettre en évidence un éventuel allo-anticorps.

2.3.2. Dilutions

Les techniques de dilutions de I’auto-anticorps peuvent étre realisées a la fois dans le plasma et

dans 1’¢luat.
2.3.2.1. Dilutions plasmatiques

Le plasma du patient contenant les auto-anticorps est dilué au 1/5 et au 1/2 dans une solution
saline (NaCl 0,9%, B.Braun). Le plasma, une fois dilué, est testé en technique TIA (RAI) avec

le panel d’identification Identisera (Grifols).
2.3.2.2. Dilutions de I’éluat

L’éluat contenant les auto-anticorps est dilué au 1/5 et au 1/2 dans une solution saline (NaCl
0,9%, B.Braun). L’¢luat, une fois dilué, est testé¢ en technique TIA (RAI) avec le panel

d’identification Identisera (Grifols).

2.3.3. Titrage de I’auto-anticorps

Le plasma du patient est dilué de 2 en 2, du pur au 1/1024 dans une solution saline (NaCl 0,9%,
B.Braun) (Figure 11).
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Figure 11. Titrage de I’auto-anticorps par technique de dilutions successives.

Le titrage est réalisé sur le panel de dépistage Serascan Diana 3 (Grifols) afin de déterminer le
titre a partir duquel I’auto-anticorps n’est plus réactif. Le mode opératoire est décrit dans la

table 11.

Table 11. Titrage de I’auto-anticorps.

Résultat du dépistage (a chaque dilution) Conduite a tenir

RAI dépistage positive Poursuivre les dilutions, titre de 1’auto-anticorps
supérieur a la dilution réalisée

RAI dépistage négative Titre de I’auto-anticorps = derniére dilution positive
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Résultats

1. Fréquence de I’allo-immunisation de patients porteurs d’auto-anticorps

1.1. Caractéristiques de la cohorte de patients présentant un auto-anticorps
1.1.1 Caractéristiques générales des patients

Lorsque ’on observe a la RAI a +37°C une image de pan-agglutination due a la présence d’un
auto-anticorps, un témoin autologue positif ainsi qu’'un TDA positif, des techniques
d’adsorption sont nécessaires afin de mettre en évidence la présence potentielle d’un allo-
anticorps masqué par 1’auto-anticorps. Les 853 échantillons issus des 350 patients de 1’étude
ayant bénéficié de techniques d’allo-adsorption en vue de sécuriser la transfusion sanguine ont

tous été transfusés dans le délai de validité de la RAI sur I’adsorbat, soit dans les 72 heures.

Parmi les 350 patients, 31 sont connus drépanocytaires ou thalassémiques. Ces 31 patients
(8,85%) ont été exclus de 1’étude puisqu’ils sont transfusés de maniére itérative avec un risque
majoré d’allo-immunisation par rapport a la population générale. Ce risque d’immunisation est

sans doute lié a leur état inflammatoire chronique.

Ainsi, 319 patients ont été integres a cette étude dont 171 femmes et 148 hommes, soit un sex
ratio (H/F) de 0,86. L’4ge médian de cette cohorte au moment de I’inclusion des patients est de
73 ans (age médian de 74 ans chez les femmes et 71 ans chez les hommes). Pour les patients
ayant été prélevés a plusieurs reprises au cours de 1’étude, I’age pris en compte est celui du

dernier prélévement inclus (Table 12).

Table 12. Caractéristiques de la cohorte de patients porteurs d’auto-anticorps et non drépanocytaires.

Patients porteurs d’auto-anticorps

Sexe (H/F) 148 H 171F

Age (Années) 71 [2-95] 74 [1-100]

1.1.2. Répartition des patients de I’étude en fonction de leur pathologie

La pathologie est renseignée dans le dossier transfusionnel de 145 patients. Pour les 174 patients

restants, la pathologie n’est pas indiquée dans le dossier transfusionnel.

Parmi ces 145 patients, 138 ont une AHAI, soit 95,17% des patients renseignés. L’age médian
des 138 patients porteurs d’'une AHAI est de 73 ans. Cette cohorte comporte 62 femmes et 76

hommes soit un sex ratio (H/F) de 1,22.
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L’origine idiopathique ou secondaire de I’AHAI n’est pas €tiquetée chez 51 patients porteurs
d’une AHAI soit chez 36,95% d’entre eux. Chez les 87 patients restants, I’AHAI est secondaire.
Concernant les AHAI secondaires renseignées, la grande majorité (71 patients, soit 81,6%) est
survenue suite a une hémopathie (LLC chez 35 patients soit 40,22% des patients porteurs d’une
AHAI secondaire, lymphome non hodgkinien (LNH) chez 13 patients soit 14,94% des AHAI
secondaires et autre hémopathie chez 23 patients soit 26,43% des AHAI secondaires). Dans
cette étude, la LLC est I’hémopathie ayant induit le plus d’AHAI (49%), suivie par les LNH et
les syndromes myélodysplasiques (SMD) (Figure 12).
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Figure 12. Répartition des différentes hémopathies associées a ’AHAIL Dans cette étude, 71 AHAI étaient
secondaires a une hémopathie.

De plus, 11 patients ont développé une AHAI secondaire a une pathologie auto-immune (LES,
PTI (purpura thrombopénique immunologique), SAPL (syndrome des anti-phospholipides),
maladie de Crohn) soit 12,64% des patients porteurs d’'une AHAI secondaire. Aussi, 3 patients
ont développé une AHAI secondaire a une hépatite auto-immune, soit 3,44% des AHAI
secondaires. Enfin, 2 patients ont développé une AHAI secondaire a un virus immunodéficient

(Virus de I'Immuno-déficience Humaine, VIH) soit 2,29% des AHAI secondaires.
1.1.3. Répartition des patients en fonction du TDA

Parmi les 319 patients inclus dans la cohorte, 158 d’entre eux présentent un TDA IgG soit
49,52% des patients, 145 un TDA 1gG+C3d soit 45,45% des patients, 3 patients un TDA C3d

et pour 13 patients, le TDA n’a pas été réalisé¢ au moment de I’épisode transfusionnel (Figure

13).
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Figure 13. Répartition des TDA dans la cohorte de 319 patients.
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Nombre de patients

Dans la cohorte de patients ayant un TDA IgG, 101 n’ont pas de pathologie renseignée, 24
présentent une AHAI non étiquetée, 22 ont une AHAI secondaire & une hémopathie, 5 ont une
AHAI secondaire a une pathologie auto-immune, 1 patient présente une AHAI secondaire & une

hépatite auto-immune et 5 ont une autre pathologie que I’AHAI (Figure 12).

Parmi les patients présentant un TDA IgG+C3d, 61 n’ont pas de pathologie renseignée, 26
présentent une AHAI non étiquetée, 47 ont une AHAI secondaire a une hémopathie, 6
présentent une AHAI secondaire a une pathologie auto-immune, 2 patients ont une AHAI
secondaire a une hépatite auto-immune, 2 patients présentent une AHAI secondaire a un virus

immunodéficient et 1 patient a une pathologie autre que I’AHAI (Figure 14).
Pour les 3 patients ayant un TDA C3d, la pathologie n’est pas connue (Figure 14).

Concernant les 13 patients pour lesquels le TDA n’a pas été réalisé au moment de 1’épisode
transfusionnel, les pathologies sont variées (9 patients dont la pathologie n’est pas connue, 2

hémopathies, une AHAI non étiquetée et une pathologie sans lien avec I’AHAI) (Figure 14).
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Figure 14. Répartition des différentes pathologies par TDA.



Chez le groupe de patients étiquetés « AHAI », la répartition des patients en fonction du TDA
est la suivante : sur les 138 patients, 52 ont un TDA IgG, 83 un TDA I1gG+C3d et pour 3
patients, le TDA n’a pas été réalisé (Figure 15).
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Figure 15. Répartition des TDA dans I’AHAL

1.2. Caractéristiques de I’allo-immunisation des patients auto-immunisés
1.2.1. Répartition des patients en fonction du type d’allo-immunisation

Sur les 319 patients inclus au cours des 7 années de I’étude, un ou plusieurs allo-anticorps a été

mis en évidence par les techniques d’allo-adsorptions chez 48 d’entre eux (Figure 16).

= Pourcentage de patients immunisés présentant des anticorps
mineurs

= Pourcentage de patients immunisés présentant des anticorps
majeurs

= Pourcentage de patients immunisés présentant a la fois des
anticorps majeurs et mineurs

= Nombre et pourcentage de patients
non immunises

Nombre et pourcentage de patients
immunisés

Figure 16. Répartition des patients présentant une image de pan-agglutination selon leur allo-immunisation
(nombre et pourcentage). Parmi les allo-immunisations, répartition des allo-anticorps selon leur importance

transfusionnelle.

Ces 48 patients (15,04%) sont immunisés contre un (ou plusieurs) antigene(s), qu’il soit majeur
(anticorps dirigés contre les systémes de groupes sanguins RH, KEL, FY, JK, MNS, pouvant

entrainer des hémolyses post transfusionnelles) ou mineur (sans incidence transfusionnelle).
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Ainsi, 10,97% des patients (35 patients) présentent une allo-immunisation dirigée contre un ou
plusieurs antigénes majeurs, 9 patients se sont allo-immunisés contre un ou plusieurs antigenes
mineurs, soit 2,82% des patients étudiés et 1,25% des patients (4 patients) se sont allo-

immunisés a la fois contre un ou plusieurs antigenes majeurs ou mineurs (Figure 17).

= Pourcentage de patients non immunisés

= Pourcentage de patients porteurs d'un ou plusieurs anticorps mineurs

= Pourcentage de patients porteurs d'un ou plusieurs anticorps majeurs

Pourcentage de patients porteurs d'une association d'anticorps majeurs
et mineurs

Figure 17. Répartition de 1’allo-immunisation chez des patients ayant nécessité des techniques d’allo-adsorption

en vue de leur prise en charge transfusionnelle.

Dans le groupe de 48 patients allo-immunisés, 72,91% des patients le sont envers des antigénes
majeurs, 18,75% des patients présentent un ou plusieurs allo-anticorps mineurs et 8,33% d’entre

eux présentent un mélange d’allo-anticorps majeurs et mineurs (Figure 16).

De plus, 61 allo-anticorps majeurs ont été retrouvés et 15 allo-anticorps mineurs, soit un total

de 76 allo-anticorps.

Chacun des 48 patients allo-immunisés présente un nombre d’allo-anticorps compris entre 1 et
4. Au sein de cette cohorte de patients, 18 d’entre eux sont porteurs de plus d’un allo-anticorps,
soit 37,50% des patients. En effet, 10 patients se sont allo-immunisés contre deux antigénes, 6

patients contre 3 antigénes et 2 patients contre 4 antigenes (Figure 18).

4%
= 1 anticorps

= 2 anticorps
= 3 anticorps

4 anticorps

Figure 18. Répartition du nombre d’allo-anticorps par patient allo-immunisé (pourcentage %).
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Nombre d’allo-anticorps

1.2.2. Caracteéristiques des allo-anticorps retrouveés
1.2.2.1. Allo-anticorps majeurs

Parmi les 61 allo-anticorps majeurs retrouveés, on retrouve 30 allo-anticorps dans le systeme
RH, ce qui correspond a 49,18% des allo-anticorps majeurs et 39,47% des allo-anticorps totaux.
Il'y a en effet 4 anti-RH1 (D), 6 anti-RH2 (C), 15 anti-RH3 (E), 3 anti-RH4 (c) et 2 anti-RH5

(€).

Dans le systeme KEL, 2 anti-KEL1 sont retrouvés, ce qui équivaut a 3,27% des allo-anticorps
majeurs et 2,63% des allo-anticorps totaux.

Dans le systeme FY, 4 anti-FY1 (Fya) et 3 anti-FY2 (Fyb) sont retrouvés ce qui correspond a
11,47% des allo-anticorps majeurs et 9,21% des allo-anticorps totaux.

Dans le systéme JK, 6 anti-JK1 (Jka) et 2 anti-JK2 (Jkb) sont présents, ce qui représente 13,11%
des allo-anticorps majeurs et 10,52% des allo-anticorps totaux.

Enfin, on retrouve 22,95% d’allo-anticorps majeurs et 18,42% d’allo-anticorps totaux dans le
systeme MNS. Il y a en effet 3 anti-MNS1 (M), 1 anti-MSN2 (N), 9 anti-MSN3 (S) et 1 anti-
MSN4 (s) (Figure 19).
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Figure 19. Répartition des allo-anticorps majeurs retrouves chez les patients allo-immunisés.
1.2.2.2. Allo-anticorps mineurs

Chez les 48 patients allo-immunisés, 15 allo-anticorps mineurs sont retrouvés. Il s’agit de 8
anti-KEL3 (Kpa) ce qui correspond a 53,33% des allo-anticorps mineurs et 10,52% des allo-
anticorps totaux, 5 anti-RH8 (Cw) représentant 33,33% des allo-anticorps mineurs et 6,58% des
allo-anticorps totaux, 1 anti-LU2 (Lub) et 1 anti-Ge2, correspondant chacun a 6,66% des allo-

anticorps mineurs et 1,31% des allo-anticorps totaux (Figure 20).
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Figure 20. Répartition des allo-anticorps mineurs chez les patients allo-immunisés.

1.2.3. Répartition des allo-anticorps en fonction du TDA

Au sein de la cohorte de patients allo-immunisés, 24 d’entre eux ont un TDA 1gG soit 15,18%
des patients présentant un TDA IgG et 20 ont un TDA 1gG+C3d, soit 13,79% des patients
présentant un TDA 1gG+C3d. Deux patients ont un TDA C3d, soit 66,66% des patients
présentant un TDA C3d et pour 2 patients, le TDA n’a pas été réalisé (soit pour 15,38% des

patients).

Parmi les 24 patients présentant un TDA 1gG, 17 patients sont porteurs d’un ou plusieurs allo-
anticorps majeurs, 5 patients ont un ou plusieurs allo-anticorps mineurs et 2 patients sont a la
fois immunisés contre un ou plusieurs antigénes mineurs et un ou plusieurs antigénes majeurs
(Figure 21).

Parmi les 20 patients présentant un TDA 1gG+C3d, 15 patients sont porteurs d’un ou plusieurs
allo-anticorps majeurs, 3 patients présentent un ou plusieurs allo-anticorps mineurs et 2 patients
sont a la fois immunisés contre un ou plusieurs antigenes mineurs et un ou plusieurs antigenes

majeurs (Figure 21).

Pour les 2 patients présentant un TDA C3d, ils sont porteurs d’un ou plusieurs allo-anticorps

majeurs (Figure 21).

Enfin, concernant les 2 patients pour lequel le TDA n’a pas été réalisé, I’'un d’entre eux présente

un allo-anticorps majeur et 1’autre deux allo-anticorps mineurs (Figure 21).
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Figure 21. Répartition des allo-anticorps par TDA.
1.2.3.1. Allo-anticorps majeurs

Dans les deux groupes de patients ayant un TDA positif « 1gG » et « IgG+C3d », les allo-

anticorps les plus fréeqguemment retrouvés sont les allo-anticorps du systeme RH, suivis par les
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allo-anticorps dirigés contre les antigénes MNS3 (S) et FY1 (Fya). Parmi les allo-anticorps du

systéme RH, c’est I’allo-anticorps anti-RH3 (E) qui est le plus représenté (retrouvé chez 15

patients), Figure 22.

A= 1 1

TDA 19G TDA 1gG+C3d TDA C3d TDANR
ERH1 ®RH2 RH3 ®mRH4 RH5 KEL Fya Fyb  mJka Jkb =M =mN =S ms

O P, N W M 01O N 0 ©

Figure 22. Répartition des allo-anticorps majeurs en fonction du TDA.

1.2.3.2. Allo-anticorps mineurs

Concernant les allo-anticorps mineurs, la tendance est la méme quelle que soit le type 1gG ou

IgG+C3d du TDA. En effet, dans les deux groupes de patients, 1’allo-anticorps anti-KEL3 (Kpa)

est majoritaire (respectivement retrouvé chez 5 et 3 patients), suivi par I’allo-anticorps anti-

RH8 (Cw) (respectivement chez 3 et 2 patients) (Figure 23).
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Figure 23. Répartition des allo-anticorps mineurs en fonction du TDA.

1.2.4. Allo-immunisations post-transfusionnelles

Cette étude a révélé 10 allo-immunisations liées a des transfusions sanguines. En effet, chez

3,13% des patients intégrés a 1’étude, un nouvel allo-anticorps est apparu au décours d’une

transfusion sanguine. Ces allo-immunisations sont toutes survenues chez des patients

préalablement allo-immunisés. Ainsi, 20,83% des patients allo-immunisés ont acquis un nouvel

allo-anticorps au cours de leur prise en charge transfusionnelle. De plus, au cours des sept

années de I’étude, aucun allo-anticorps n’a été mis en évidence chez les patients auto-

immunisés, non allo-immunisés au préalable.
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2. Sécurité transfusionnelle et auto-anticorps : comparaison des techniques
2.1. Caractéristiques générales de la cohorte
2.1.1. Profil des patients inclus

L’étude prospective a été menée sur une cohorte de 11 patients porteurs d’un auto-anticorps
responsable d’une image de pan-agglutination a la RAI a +37°C et pris en charge par le
laboratoire d’immuno-hématologie de I’EFS site Mondor (Créteil).

L’age médian de cette cohorte est de 70 ans avec un sex ratio (H/F) de 0,37.

Les patients inclus présentent différentes pathologies ayant conduit a leur auto-immunisation.
Ainsi, deux patients drépanocytaires, sept patients ayant developpé une AHAI secondaire et 2
patients dont la pathologie n’est pas renseignée dans leur dossier transfusionnel ont été
sélectionnés pour participer a 1’étude (Table 13).

Table 13. Caractéristiques des patients inclus dans la cohorte de 1’étude portant sur les techniques réalisées en
présence d’un auto-anticorps.

3 Hommes 8 Femmes
Age 45 (36 - 79) 71.5(9-87)
Pathologie  Drépanocytose (n=1) Drépanocytose (n=1)

AHAI liée a un virus immunodéficient (h=1) AHAI liée a une hémopathie (n=3)
AHAI secondaire a une pneumopathie (n=1) AHAI liée a un virus immunodéficient (n=1)
AHALI liée a une maladie auto-immune (n=1)

Pathologie non connue (n=2)

2.1.2. Répartition des patients en fonction du TDA

Chez les patients présentant une image de pan-agglutination a la RAI avec un témoin autologue
positif, un TDA a éte réalisé. Parmi ces patients, 54,55% sont porteurs d’une IgG a la surface
de leurs GR et 45,45% portent a la fois des 1gG et des fractions du complément (C3d). Ces

patients ont tous un TDA au moins supérieur a 3+ en IgG.

En parallele au TDA, le titrage de 1’auto-anticorps a été réalisé¢ afin d’évaluer sa corrélation
avec I'intensité du TDA (Table 14). Aucune concordance n’a été établie entre le titre de I’auto-

anticorps et I’intensité du TDA.
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Table 14. T et intensité du TDA en fonction du titre de 1’auto-anticorps.

Titre Pur 1/2 1/4 1/16 1/32 1/64 1/128
TDA
1gG IgG4+  1gG3+ 1gG4+ 1gG3+ 1gG3+
(n=1) (n=1) (n=2) (n=1) (n=1)
1gG+C3d IgG3+C3d2+  19gG4+C3d2+  1gG4+C3d3+ IgG4+C3d2+
(n=1) (n=1) (n=1) (n=1)
IgG4+C3d1+
(n=1)

2.2. Techniques étudiées
2.2.1. Allo-adsorptions

Afin de sécuriser la prise en charge transfusionnelle de ces patients, différents moyens ont été
mis en ceuvre, dont des allo-adsorptions, décrites comme étant les plus efficaces pour retirer

1”auto-anticorps.

En théorie, un nombre de cycles d’allo-adsorption correspondant a 1I’intensité de la réaction en
TIA devrait étre réalisé, supposé en lien avec la force de 1’auto-anticorps. En pratique, lorsque
le TIA est d’intensité supérieure a 2+, quatre cycles d’allo-adsorption sont realisés en premiere
intention (nombre de cycles déterminé au cours de la validation de méthode du laboratoire).
Afin de revoir les modes opératoires du laboratoire, le nombre de cycles d’allo-adsorption
réalisé en premicre intention a été diminué en technique LISS afin d’éviter tout retard dans le

rendu des résultats.

Dans cette cohorte, tous les auto-anticorps sont actifs en papaine, ainsi, les techniques d’allo-

adsorption ont toutes été réalisées sur des hématies papainées.

Trois techniques d’allo-adsorptions ont été comparées. La table 15 représente le nombre de

cycles d’allo-adsorption nécessaires et la durée requise en fonction des différentes techniques.

Le nombre moyen de cycles d’allo-adsorption en 1’absence de PEG ou de LISS est de 3,70
cycles avec un délai de réalisation de 129,50 minutes environ. En effet, chaque cycle d’allo-

adsorption par la technigue sans PEG/LISS dure 35 minutes.

En présence de LISS, le nombre de cycles moyen est de 2,78 cycles avec un temps technique

estimé a 55,60 minutes (chaque cycle dure 20 minutes).
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Enfin, en présence de PEG, 4 cycles sont généralement nécessaires et requiérent 80 minutes de
technique étant donné que chaque cycle dure 20 minutes. Notons cependant que le nombre de
cycles d’allo-adsorption réalisés en premier lieu en technique PEG correspond au mode
opératoire du laboratoire, issu d’une validation de méthode préalable. Un nombre plus réduit

de cycles aurait peut-étre suffi dans ce travail.

Table 15. Adsorption de I’auto-anticorps par différentes techniques. Nombre moyen de cycles nécessaires et durée
moyenne estimée par technique.

Procédure Nombre d’échantillons Nombre moyen de Temps moyen par
étudiés cycles d’adsorption adsorption (min)
Allo-adsorption sans 10 3,70 [2-7] 129,50
LISS/PEG
Allo-adsorption en 9 2,78 [2-6] 55,60
présence de LISS
Allo-adsorption en 11 4 [2-6] 80
présence de PEG

Ensuite, si I’on compare la technique avec PEG ou LISS a celle sans PEG ou LISS, aucun allo-
anticorps n’a été dilué par le PEG ni le LISS. Tous les allo-anticorps mis en évidence en
I’absence de PEG ou de LISS ont été retrouvés en présence de PEG ou de LISS avec une
intensité similaire. Par ailleurs, si la technique est réalisée en ’absence de PEG ou de LISS, elle
nécessite davantage de cycles d’allo-adsorption. En moyenne, en ’absence de PEG ou de LISS,
un cycle d’allo-adsorption supplémentaire [1 — 2] a été nécessaire pour s’affranchir de 1’auto-
anticorps (Table 16).

En comparant la technique PEG avec la technique LISS, aucune différence n’a été observée
dans la détection d’un allo-anticorps. Tous les allo-anticorps mis en évidence par la technique
d’allo-adsorption en présence de PEG ont €té retrouvés avec la technique LISS. De plus, a
nombre de cycles d’allo-adsorption égal, I’intensité des allo-anticorps mise en évidence par la

technique PEG est comparable a I’intensité en présence de LISS.

Si 'on s’intéresse a D'efficacité des techniques PEG et LISS dans I’adsorption de I’auto-
anticorps, le nombre de cycles d’allo-adsorption en LISS a toujours été inférieur ou égal au
nombre de cycles en PEG hormis pour un patient. En effet, un échantillon a nécessité un cycle
d’allo-adsorption supplémentaire en présence de LISS par rapport au PEG pour éliminer 1’auto-

anticorps (Table 16).
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Table 16. Allo-adsorptions par trois techniques différentes réalisées sur les mémes échantillons

Echantillon Allo-adsorption sans Allo-adsorption avec Allo-adsorption avec Allo-
PEG/LISS PEG LISS anticorps
Nb Temps Nb Temps Nb Temps
d’adsorptions (min) d’adsorptions  (min) d’adsorptions (min)
1 7 245 6 120 6 120 Fya + Kpa
2 3 105 4 80 2 40 Négatif
3 3 105 4 80 2 40 Négatif
4 3 105 4 80 2 40 Négatif
5 NR7 NRf 4 80 2 40 Négatif
6 2 70 2 40 NR7 NRf Négatif
7 4 140 4 80 NR¥ NR+ E +Kpa
8 3 105 4 80 2 40 Ci
9 3 105 2 40 2 40 Jkb + Kpa
10 7 245 4 80 5 100 Négatif
11 4 140 6 120 2 40 Négatif
Moyenne 3.70 129.50 4 80 2.78 55.60

7 : Quantité insuffisante pour réaliser I’analyse, 1 : RH2 (C) adsorbé par la cellule d’allo-adsorption RH2

Dans ce travail, 36,36% des patients présentent un allo-anticorps, préalablement masqué par
1’auto-anticorps. Parmi ces patients, les 4 présentent un allo-anticorps majeur et pour 3 d’entre
eux, un allo-anticorps mineur est également retrouvé. Concernant les allo-anticorps majeurs
retrouvés, la moitié proviennent du systéme RH, un quart du systeme FY et un quart du systeme
JK. Chez I’ensemble des patients porteurs d’un allo-anticorps mineur, un anti-KEL3 (Kpa) a

été retrouve.

Par ailleurs, afin de ne pas risquer de diluer un allo-anticorps de faible titre, le nombre de cycles
d’allo-adsorption probabiliste a été réévalué avec la technique LISS. Pour rappel, le nombre de

cycles nécessaire n’a pas été réévalué en technique PEG.

Ce travail a montré que le nombre de cycles d’allo-adsorption nécessaire est généralement
inférieur a 4 cycles en technique LISS. En effet, chez les neuf patients dont I’intensité de
réaction au TDA et en TIA est compris entre 3 et 4+, un nombre moyen de 2,78 [2-6] cycles

d’allo-adsorption en LISS a permis de s’affranchir de I’auto-anticorps (Table 17).

Aussi, lorsque le titre de I’auto-anticorps est inférieur ou égal a 1/16 (66,67% des cas), 2 cycles
d’allo-adsorption permettent d’éliminer 1’auto-anticorps. Au-dela de ce titre, le nombre de

cycles nécessaires n’est pas associé de fagon linéaire au titre de I’auto-anticorps (Table 17).
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Table 17. Corrélation entre le titre de 1’auto-anticorps, I’intensité du TIA, ’intensité du TDA et le nombre de

cycles d’allo-adsorption nécessaires pour s’affranchir de 1’auto-anticorps.

Echantillon Titre de Intensité TIA Intensité TDA Nb cycles en LISS
I’anticorps
1 1/128 4+ 1gG4+C3d2+ 4
2 Pur 4+ 1gG4+ 2
3 1/32 4+ 1gG4+C3d3+ 6
4 1/16 3+ 1gG4+C3d2+ 2
5 1/32 3+ 1gG4+C3d1+ 4
6 1/16 3+ 19G3+ 2
7 1/2 3+ IgG3+ 2
8 1/4 4+ IgG3+C3d2+ 2
9 1/4 3+ 1gG4+ 2

Ce travail n’a permis d’établir aucune concordance entre le titre de 1’auto-anticorps et I’intensité
du TIA corrélé a I’intensité du TDA. Les discordances entre intensité du TIA, TDA et titre de
1’auto-anticorps pourraient étre attribuées a un phenomene de zone lors de la realisation du TDA
(Table 17).

2.2.2. Dilutions

En paralléle des techniques d’allo-adsorption, des dilutions de plasma et d’éluat ont été
réalisées. L’ objectif étant de déterminer la dilution optimale et si cette technique est une aide a
I’identification d’allo-anticorps masqués par un auto-anticorps. Au cours de ce travail, des

dilutions au 1/2 et au 1/5 ont été réalisées sur des échantillons plasmatiques de 11 patients.
Chez un patient, I’auto-anticorps s’est négativé, quelle que soit la dilution.

Au 1/2, 7 échantillons contiennent un auto-anticorps réactif, un échantillon contient un mélange
d’auto-anticorps et d’allo-anticorps, visualisable par des différences d’intensité et dans deux

échantillons, 1’allo-anticorps est clairement identifiable.

Au 1/5, 5 échantillons contiennent toujours un auto-anticorps et un échantillon a vu son auto-
anticorps dilué. Un mélange d’auto et d’allo-anticorps est suggéré dans 2 échantillons et dans

deux échantillons, 1’allo-anticorps est nettement visible.

En diluant les échantillons au 1/2, aucun allo-anticorps connu ne disparait. Au 1/5, un allo-

anticorps de faible intensité, issu d’un mélange d’allo-anticorps n’est plus visible (Table 18).
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Table 18. Résultats aprés dilutions au 1/2 et au 1/5 de 11 échantillons.

Dilution 1/2 Dilution 1/5
Non réactif Réactif  Anticorps identifié(s) | Non réactif Réactif  Anticorps identifié(s)
Auto-anticorps 1* (10%) 7 2* (10%) 5*
(60%) (50%)
Auto-anticorps 0 1* 2* (20%) 0 2% 2* (20%)
+ allo-anticorps (10%) (20%)

*Nombre d’échantillons contenant des auto-anticorps et/ou des allo-anticorps.

Parmi les onze échantillons plasmatiques, 4 échantillons contiennent un ou plusieurs allo-

anticorps, préalablement mis en évidence par des techniques d’allo-adsorption.

La dilution au 1/2 a permis d’identifier I’allo-immunisation d’un patient (RH3 (E) + KEL3
(Kpa)) et suggéré I’allo-immunisation d’un autre patient (JK2 (Jkb) + KEL3 (Kpa)). La dilution
au 1/2 n’a pas permis de démasquer deux allo-immunisations (RH2 (C) et FY1 (Fya) + KEL3
(Kpa)) mais a permis de suggérer la spécificité de deux auto-anticorps (auto-RH2 (C) + auto-
RH5 (e) et auto-RH7 (Ce)).

Concernant la dilution au 1/5, celle-ci a permis d’identifier une allo-immunisation (JK2 (Jkb)
+ KEL3 (Kpa)) chez un patient, ainsi qu’une partie de I’allo-immunisation d’un autre patient
(KEL3 : Kpa). Chez ce méme patient, ’allo-anticorps anti-RH3 (E), visible au 1/2, ne I’est plus
au 1/5. Par ailleurs, la dilution au 1/5 a permis de suggérer la présence de deux allo-
immunisations (FY1 (Fya) + KEL3 (Kpa) et RH2 (C)). De plus, les deux auto-anticorps visibles

au 1/2 sont également observables au 1/5 (Table 19).

Table 19. Spécificité des allo-anticorps observés aprés des dilutions au 1/2 et au 1/5 chez 11 patients porteurs d’un
auto-anticorps.

Allo-anticorps
Masqué Identifié Suggéré
Dilution 1/2 Dilution 1/5 Dilution 1/2 Dilution 1/5 Dilution 1/2 Dilution 1/5
FY1 (Fya) RH3 (E) Kpa (2) JK2 (Jkb) FY1 (Fya)
KEL3 (Kpa) KEL3 (Kpa) JK2 (Jkb) KEL3 (Kpa) KEL3 (Kpa)
RH2 (C) RH2 (C)

Parmi les 11 échantillons étudiés, 7 allo-anticorps sont présents dans 4 échantillons. Ces 7 allo-
anticorps ont tous été révélés par les techniques de dilution. Pour la dilution au 1/2, 28% des
allo-anticorps ont été identifiés, 29% ont été suggérés, 43% étaient masqués et aucun allo-

anticorps n’a été dilué par cette technique (Figure 24).
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Figure 24. Allo-anticorps mis en évidence suite a une dilution au 1/2 des échantillons plasmatiques.

Concernant la dilution au 1/5, 43% des allo-anticorps ont été identifiés, 43% des allo-anticorps
ont été suggérés et 14% des allo-anticorps n’ont pas été mis en évidence du fait de la dilution.
Par ailleurs, la dilution au 1/5 a permis de révéler les allo-anticorps préalablement masqués par

1’auto-anticorps lors de la dilution au 1/2 (Figure 25).

Anticorps masqué
0%

® Anticorps identifé
= Anticorps suggéré
= Anticorps masqué

= Anticorps dilué

Figure 25. Allo-anticorps mis en évidence suite a une dilution au 1/5 des échantillons plasmatiques.

Ensuite, le mélange d’auto/allo-anticorps fixé a la surface des GR de 10 patients a été élué puis

étudie apres des dilutions de 1’¢luat au 1/2 et au 1/5.

Chez 9 patients, la recherche d’allo-anticorps sur I’éluat pur, traité au 1/2 et au 1/5 n’a pas été
concluante. Seule une image de pan-agglutination liée a I’auto-anticorps eétait visible.
Néanmoins, chez 1’un des patients, un anti-JK1 (Jka) a pu étre suspecté sur I’éluat pur (Table

20).

Table 20. Résultats aprées dilution de 1’¢luat au 1/2 et au 1/5.

Eluat
Pur 172 1/5
Auto-anticorps 9 10 10
Allo-anticorps 1 0 0
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DISCUSSION

1. Fréquence d’allo-immunisation de patients porteurs d’auto-anticorps
1.1. Caractéristiques de la cohorte de patients présentant un auto-anticorps
1.1.1 Caractéristiques générales des patients

Chez des patients nécessitant une prise en charge transfusionnelle, porteurs d’un auto-anticorps
responsable d’une image de pan-agglutination a la RAI, des techniques d’allo-adsorption sont
réalisées a I’EFS site Mondor (Créteil) afin d’assurer leur sécurité transfusionnelle. Au cours
des sept années de 1’étude, 350 patients ont ainsi été inclus, mais 31 d’entre eux ont été exclus
des analyses compte tenu de leur pathologie (drépanocytose et/ou thalassémie), risquant
d’interférer avec les résultats de 1’étude. Ainsi, 319 patients nécessitant une transfusion
sanguine ont bénéficié des techniques d’allo-adsorption afin de mettre en évidence un potentiel

allo-anticorps masqué par 1’auto-anticorps.
1.1.2. Répartition des patients de I’étude en fonction de leur pathologie

L’inclusion des patients dans 1’étude ne s’est pas faite sur la pathologie (AHAI clinique) mais
sur la présence d’un auto-anticorps donnant une image de pan-agglutination a la RAI réalisée a
+37°C avec un témoin autologue positif (AHAI biologique), car ’EFS ne dispose pas des
données cliniques pour chaque patient. En effet, sur les 319 patients, la pathologie n’est
renseignée que dans 145 dossiers. Cela est di au fait que I’EFS n’a pas accés au logiciel médico-
technique de 1’hopital permettant de connaitre la pathologie du patient. D’autre part, ’EFS est
limité par le manque de renseignements cliniques sur les demandes d’examens en provenance
de I’h6pital ainsi que des autres établissements de soins qui envoient leurs examens a I’EFS site
Mondor. Cette étude a néanmoins montré que sur 145 patients, 138 sont porteurs d’'une AHAI
clinique et biologique, qu’elle soit primaire ou secondaire, soit 95,17% des patients dont le
dossier médical est renseigné. Malgré ’absence de données cliniques sur les 174 patients
restants, aucun d’entre eux n’est drépanocytaire ou thalassémique, ces pathologies étant
systématiquement renseignées. Par ailleurs, bien que des auto-anticorps puissent étre observés
chez des patients sains de tous &ges, ceux-ci n’ont généralement pas besoin d’étre transfusés. Il
est ainsi raisonnable de penser que parmi les 174 patients dont la pathologie n’est pas renseignée
mais pour lesquels la RAI pré-transfusionnelle a nécessité une technique d’allo-adsorption, la

majorité d’entre eux doit présenter une AHAI clinique.
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Dans la cohorte de 138 patients présentant une AHAI avérée, 1’age médian est de 73 ans et le
sex ratio H/F de 1,22. L’age médian retrouvé correspond aux données de la littérature. En effet,
I’AHALI connait un pic d’incidence aprés 65 ans, en lien avec le risque de développer une
pathologie lymphoproliférative ou un déréglement du systéme immunitaire avec I’Age®. La
prédominance masculine de cette cohorte n’est pas en adéquation avec les données de la
littérature car dans la population adulte, I' AHAI est généralement observée chez les femmes’.

Ceci peut s’expliquer par un biais de recrutement.

Dans cette étude, I’origine idiopathique ou secondaire de I’AHAI clinique n’est pas étiquetée
chez 36,95% des patients, mais chez les 63,05% restants, I’AHAI clinique est secondaire. Dans
la littérature, la moitié des AHAI a auto-anticorps chauds est idiopathique®® et I’autre moitié

secondaire.

Au sein de la cohorte, on retrouve une majorité¢ d’ AHAI cliniques secondaires a une hémopathie
(81,60%) suivie par les AHAI secondaires a des déreglements du systeme immunitaire
(18,40%). Parmi les déreglements du systéeme immunitaire, on retrouve les pathologies auto-
immunes telles que le LES, les hépatites auto-immune et enfin les virus immunodéficients. Ces
données sont en adéquation avec la littérature de I’AHAI clinique a auto-anticorps chauds'®.
De plus, dans cette cohorte, la LLC est I’hémopathie la plus fréquemment associée a une AHAI
(49%), suivie par les LNH et les SMD. Ces données sont egalement superposables avec la

littérature!? de I' AHAI a auto-anticorps chauds.
1.1.3. Répartition des patients en fonction du TDA

Les patients ont été sélectionnés sur la nécessité de réaliser des allo-adsorptions en raison d’un
auto-anticorps recouvrant a +37°C. Or les images de pan-agglutination a la RAI a +37°C sont
généralement dues a des auto-anticorps chauds®®. En effet, les auto-anticorps froids ne donnent
habituellement pas de réaction positive a la RAI réalisée a +37°C car a cette température, les
IgM ne sont généralement pas actives. Ainsi, cette cohorte est constituée de patients présentant
une AHAI biologique a auto-anticorps chauds, la plus fréquente des AHAI (75% des cas). De
plus, dans I’AHALI a auto-anticorps chauds, 1’auto-anticorps est généralement une 1gG mais des
auto-anticorps de type IgM** peuvent également étre rencontrés. Chez les 138 patients
présentant une AHAI, 38% ont un TDA IgG, 60% un TDA IgG+C3d et pour 2% des patients,
le TDA n’a pas été réalisé. Ces données sont superposables aux données de Castilho et al*® qui
retrouvent 33% d’AHAI a auto-anticorps chauds avec un TDA IgG, 50% avec un TDA
IgG+C3d et 10% d’AHALI a auto-anticorps chauds avec un TDA C3d pur.
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1.2. Caractéristiques de I’allo-immunisation des patients auto-immunisés
1.2.1. Répartition des patients en fonction du type d’allo-immunisation

Si on s’intéresse aux allo-immunisations, 15,05% des patients non drépanocytaires et non
thalassémiques inclus dans 1’étude présentent un ou plusieurs allo-anticorps (76 allo-anticorps
retrouvés) révélés par des techniques d’allo-adsorption. Cette fréquence d’allo-immunisation
est en adéquation avec les données de la littérature sur les populations caucasiennes, qui
indiquent un taux moyen d’allo-immunisation compris entre 10 et 40%°’. Cependant, les
critéres d’inclusion des patients au sein des cohortes ayant permis de retrouver ces taux d’allo-
immunisation sont variables d’une étude a ’autre. Dans certaines études, seuls les allo-anticorps
d’intérét clinique (allo-anticorps majeurs) ont été pris en compte!!®. Si on ne considére que les
patients allo-immunisés contre un ou plusieurs antigénes majeurs dans la cohorte de patients
suivis a I’EFS site Mondor, seuls 12,23% des patients sont allo-immunisés, ce qui correspond
a la fourchette basse des données de la littérature. Ces résultats sont en adéquation avec 1’étude
de Sokol et al. 18, ainsi qu’avec 1’étude de So et al. 13 qui a trouvé un taux d’allo-immunisation
de 16,4% si on considere tous les allo-anticorps, qu’ils soient majeurs ou mineurs et un taux
d’allo-immunisation de 11,9% si on s’affranchit des allo-anticorps mineurs. L’équipe de So et
al. ™ a expliqué les faibles taux d’allo-immunisation observés par une homogénéité
phénotypique de leur population d’étude. Contrairement a la population chinoise de 1’étude de
So et al''3, la population caucasienne étudiée ici présente une diversité phénotypique
importante. Les faibles taux d’allo-immunisation observés peuvent cependant s’expliquer par
le fait qu’a I’EFS site Mondor, les patients porteurs d’un auto-anticorps responsable d’une
image de pan-agglutination a la RAI sont systématiquement transfusés en CGR phénotypés RH-
KEL1, ce qui limite le risque d’allo-immunisation dans ces deux systemes de groupes sanguins
trés immunogenes. De plus, des techniques d’auto-adsorption ont été réalisées dans la plupart
des études publiées, or au cours de I’auto-adsorption, des auto-anticorps mimant des allo-
anticorps peuvent persister’'!. De ce fait, les études portant sur la prévalence de I’allo-
immunisation, réalisées a partir d’échantillons auto-adsorbés risquent de donner des résultats
surestimés. Dans 1’étude présentée ici, seules des techniques d’allo-adsorptions ont été
réalisées ; ainsi, les faibles taux d’allo-immunisations pourraient en partie étre expliqués par
I’absence d’auto-anticorps persistants. Enfin, cette étude s’est intéressee a une cohorte de
patients présentant une image de pan-agglutination et ayant nécessité des adsorptions pré-

transfusionnelles. Cette cohorte n’est pas exhaustive car elle n’inclut pas les patients présentant
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une AHAI et n’ayant pas eu de besoin transfusionnel. Ainsi, il existe un biais de sélection

pouvant fausser le taux d’allo-immunisation.
1.2.2. Caracteéristiques des allo-anticorps retrouveés
1.2.2.1. Allo-anticorps majeurs

L’allo-anticorps le plus fréquemment retrouvé est 1’anticorps anti-RH3 (E), présent chez 15
patients. Cet allo-anticorps est fréquemment cité dans la littérature'®, tout comme les autres
anticorps du systéeme RH, dont I’anti-RH2 (C) retrouvé chez 6 patients de la cohorte. Le grand
nombre d’allo-immunisations dans le systeme RH (49,18% des allo-anticorps majeurs) conforte
le besoin de transfuser les patients atteints d’une AHAI avec des CGR phénotypés RH-KELL.
Dans cette cohorte, un faible nombre d’allo-anticorps anti-KEL1 a été mis en évidence a la
différence des données de la littérature®®. Cela peut s’expliquer par le fait que ces patients ont
été transfuseés avec des CGR phénotypés RH-KELL. Les allo-anticorps anti-FY et anti-JK
retrouvés dans cette cohorte sont également retrouvés dans la littérature a des fréquences
similaires®®. Par ailleurs, contrairement aux données de la littérature, il ressort de cette étude
un grand nombre d’allo-immunisations dans le systéme MNS et plus particulierement des allo-
anticorps anti-MNS3 (S), présents chez 18,75% des patients allo-immunisés. Un élément
d’explication pourrait étre I’hétérogénéité phénotypique des populations de donneurs de sang
en lle-de-France. D’autre part, cette étude a mis en évidence 6,25% d’allo-immunisation anti-
MNS1 (M). Ces allo-anticorps n’ont pas toujours été évalués dans les études réalisées par le

passé du fait des doutes existant sur leur éventuelle implication en clinique!®,

1.2.2.2. Allo-anticorps mineurs

Dans cette étude, 18,75% des patients allo-immunisés présentent un ou plusieurs allo-anticorps
mineur(s). Comme la plupart des travaux s’affranchissent des allo-anticorps mineurs du fait de
leur faible implication clinique, cette étude est la seule qui met en évidence la part non

négligeable des allo-immunisations liées a des antigénes mineurs.
1.2.3. Répartition des allo-anticorps en fonction du TDA

Les patients ont été inclus dans cette étude sur la base d’une image de pan-agglutination avec
un TDA positif et non sur la nature du TDA. Néanmoins, les fréquences d’allo-immunisation
selon la nature du TDA sont identiques (15,18% chez les patients dont le TDA est de nature
IgG contre 13,79% d’allo-immunisation chez les patients dont le TDA est 1gG+C3d). Cette

étude décrit pour la premicre fois les fréquences d’allo-immunisation en fonction du type
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d’auto-anticorps. De plus, quel que soit le TDA du patient, 1’allo-anticorps le plus fréqguemment
retrouvé est 1’allo-anticorps anti-RH3 (E). L’étude de cette cohorte a également permis de
mettre en évidence que les allo-anticorps anti-RH sont majoritairement retrouvés chez des
patients présentant un TDA IgG. Etant donné qu’au cours de I’AHAI a auto-anticorps chauds,
I’auto-anticorps est généralement dirigé contre le systeme RH, un lien pourrait exister entre

I’allo-immunisation et I’auto-immunisation dans ce systéme.
1.2.4. Allo-immunisations post-transfusionnelles

Dans cette cohorte, 38% des patients sont porteurs de plus d’un allo-anticorps. 1l faut cependant
tenir compte du fait que cette cohorte est agée (médiane a 73 ans) ce qui implique une exposition
antigénique possiblement importante (grossesse(s), transfusions itératives)'®®. Par ailleurs,
I’étude de I’incidence de nouvelles allo-immunisations chez les 48 patients allo-immunisés a
montré que 10 d’entre eux (soit 20,83% des patients) ont développée un nouvel allo-anticorps a
la suite d’une transfusion sanguine durant les 7 années de I’étude. Ces éléments peuvent
s’expliquer par les perturbations du systéme immunitaire liées a 1’auto-anticorps et I’évolution
de leur pathologie auto-immune. Malgré les données contradictoires de la littérature'®1%?, ces
deux observations semblent en faveur d’un risque d’allo-immunisation majoré des patients
porteurs d’allo et d’auto-anticorps par rapport a la population de patients régulierement

transfusés sans auto-anticorps%14,

L’incidence d’allo-immunisation de novo a également été étudiée sur cette cohorte au cours des
sept années de I’étude. Aucun patient non préalablement allo-immunisé n’a développé d’allo-
anticorps au cours de I’étude. Au vu de cet élement, le terrain auto-immun ne semble pas étre

un facteur de risque de primo allo-immunisation anti-érythrocytaire.
2. Sécurité transfusionnelle et auto-anticorps : comparaison des techniques
2.1. Caractéristiques générales de la cohorte

2.1.1. Profil des patients inclus

Au cours de ce travail, 11 patients porteurs d’un auto-anticorps donnant une image de pan-

agglutination a la RAIl a +37°C ont été inclus.
L’age médian de cette cohorte est de 70 ans avec un sex ratio (H/F) de 0,37.

Malgré D’inclusion de deux patients drépanocytaires constituant un biais, les données

démographiques de cette cohorte sont en adéquation avec les données de I’AHAI a auto-
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anticorps chauds®. Pour deux patients, la pathologie n’était ni renseignée ni facilement
accessible, car ces patients étaient pris en charge dans d’autres centres hospitaliers qu’Henri

Mondor.
2.1.2. Répartition des patients en fonction du TDA

Dans ce travail, 54,55% des patients sont porteurs d’une IgG a la surface de leurs GR et 45,45%
portent a la fois des 1gG et des fractions du complément (C3d). Ces résultats sont dans les
mémes proportions que ceux trouvés par Chaudhary et al®* et Salama et al®* qui obtiennent
65,21% d’1gG et 34,78% d’1gG+C3d pour I'un, 77,77% d’1gG et 22,23% d’I1gG+C3d pour
I’autre. Les différences de valeurs obtenues peuvent s’expliquer par la taille de la cohorte.

Par ailleurs, malgré des études controversées®, I’intensité de I’agglutination obtenue au TDA a
été décrite comme étant associée au degré d’hémolyse®®. Comme les 11 patients de I’étude ont
des TDA tres proches (3+ et 4+), aucune corrélation n’a pu étre faite entre le degré d’hémolyse
et 'intensité du TDA.

2.2. Techniques étudiées
2.2.1. Allo-adsorptions

Chez des patients porteurs d’un auto-anticorps, plusieurs techniques sont disponibles pour
adsorber I’auto-anticorps afin de mettre en évidence un allo-anticorps sous-jacent. Au cours de
ce travail, les techniques d’allo-adsorptions ont €té réalisées plutdt que les techniques d’auto-
adsorptions du fait des taux d’hémoglobine faibles chez les patients inclus a 1’étude et de leurs
antécédents transfusionnels récents. Dans cette étude, trois techniques d’allo-adsorptions ainsi
que leur intérét pour détecter un allo-anticorps ont été comparées afin de déterminer laquelle
est la plus rapide et la plus efficace. Onze patients ont donc été étudies en réalisant des allo-
adsorptions a partir de GR selectionnés en fonction de leur phénotype JK. En effet, I’intégralité
des auto-anticorps de ces patients étaient réactifs en papaine, il a ainsi été possible de
s’affranchir des phénotypes FY et MNS. La réactivité des auto-anticorps a la papaine est en
adéquation avec les données de la littérature car lorsque des auto-anticorps sont actifs a +37°C,
ceux-ci sont généralement dirigés contre des antigénes du systéme RH* et sont par conséquent
actifs en papaine. Par ailleurs, les cellules d’allo-adsorption disponibles ne couvrent pas tous
les phénotypes RH-KEL1. Cependant, les patients auto-immunisés sont systématiquement
transfusés en CGR phénotypés RH-KEL1 a I’EFS site Mondor.
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L’étude de Chaudhary et al.'?® a montré que la technique en PEG est significativement plus
efficace que la technique en LISS sur GR papainés (LISS papainé), résultats en contradiction
avec cette étude. Dans ’étude de Chaudhary et al.}®, 1,43 cycles d’allo-adsorption en PEG
suffisent a retirer I’auto-anticorps contrairement aux 4 cycles nécessaires dans ce travail, en
présence de PEG sur GR papainés (PEG papainé). De plus, en technique LISS papainé, 3,9
cycles d’allo-adsorption leur ont été nécessaires alors que 2,78 cycles suffisent ici. Ce résultat
est comparable a celui de 1’équipe de Chiaroni et al'®® qui a eu besoin de 2,88 cycles d’allo-
adsorption pour €liminer I’auto-anticorps. Les différences observées peuvent s’expliquer par le
nombre minimal de cycles imposés en présence de PEG, ce qui peut conduire a un nombre de
cycles d’allo-adsorption bien plus important que ce qu’il serait réellement nécessaire. Ce biais
permettrait d’expliquer les discordances avec les travaux de la littérature®**2’, 1l serait donc
intéressant de réévaluer I’efficacité du PEG en s’affranchissant du biais présent dans cette étude.
De plus, contrairement a ce qui est décrit dans la littérature, I’étude a été réalisée ici en utilisant
une technique en PEG papaine, ce qui suggéere une meilleure efficacite de la technique.
Néanmoins, 1’utilisation concomitante du PEG et de la papaine réduit peut-étre 1’efficacité de
la technique. Une nouvelle étude comparant la technique en PEG et en PEG papainé permettrait

d’éclairer ce point.

Ainsi, compte tenu des résultats observés avec la technique en LISS et les données de la
littérature sur I’efficacité du PEG par rapport au LISS, le nombre de cycles réalisés en PEG
semble trop important en premiére intention, ce qui risque de diluer I’allo-anticorps et avoir un

impact sur le rendu des résultats et la mise a disposition des CGR.

Concernant la durée de la technique, I’allo-adsorption en présence de LISS semble étre la plus
rapide (55,6 minutes). L’équipe de Chiaroni et al'?®® a réalisé la technique en LISS en 57,6
minutes soit une durée équivalente a cette étude. Ces résultats peuvent s’expliquer par la durée
d’incubation de 15 minutes dans les deux travaux. La technique en présence de PEG est
Iégerement plus longue (80 minutes) mais dans cette étude, le biais décrit plus haut est présent.
Dans I’étude de Chaudhary et al.*?®, malgré des temps d’incubation similaires a cette étude (15
minutes d’incubation en PEG dans les 2 études et 20 minutes d’incubation en LISS pour
I’équipe de Chaudhary et al.'?® contre 15 minutes dans ce travail), 93,6 minutes étaient
nécessaires en PEG et 177,7 minutes en technique LISS ce qui est, dans les deux cas, bien plus
long que les résultats obtenus dans ce travail. Notons que I’étude proposée ici, tout comme celle
de Chiaroni et al'?®, n’a pris en compte que la durée d’allo-adsorption. Ces résultats ne sont

donc pas comparables a ceux de Chaudhary et al.?® car ils ont indiqué la durée totale de la
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technique, comprenant les temps liés a la méconnaissance de la technique par I’équipe ainsi que
la RAI sur I’adsorbat.

Enfin, la technique en ’absence de LISS ou de PEG nécessite un nombre de cycles d’allo-
adsorption plus important (3,70 cycles en moyenne) et est deux fois plus longue (129,50
minutes) que les autres techniques. Les résultats présentés ici ne sont pas superposables a ceux

obtenus par I’équipe de Chiaroni et al*?®

qui retrouvent un nombre moyen de 6 cycles d’allo-
adsorption et un temps estimé a 180 minutes. Les différences observées ne peuvent s’expliquer
par la durée d’incubation similaire et sont peut-étre liées a la taille de la cohorte d’étude (120

échantillons pris en compte dans 1’étude de Chiaroni contre 11 échantillons dans ce travail).

Ensuite, dans cette étude realisée sur 11 échantillons, 36,36% des patients étaient allo-
immunisés. Ce taux d’allo-immunisation correspond aux données de la littérature qui chiffrent
le taux d’allo-immunisation avec des allo-anticorps d’intérét clinique entre 10 et 40%.
Néanmoins, cette cohorte est de trop petite taille pour que cette donnée soit exploitée. Une
majorité d’allo-anticorps provenant du systeme RH (50% des allo-anticorps presents) ont éte
mis en évidence dans ce travail (anti-RH3 (E) et anti-RH2 (C)), ce qui est en adéquation avec
les données de la littérature'®19%116 par ailleurs, il existe peu de données dans la littérature sur
les allo-anticorps mineurs. Ici, 42,86% des allo-anticorps sont des anti-KEL3 (Kpa) ce qui est
bien plus élevé que les 10,52% retrouvés dans la premiére partie rétrospective de ce travail. A

nouveau, ce chiffre peut étre biaisé par la faible taille de la cohorte.

Par ailleurs, hormis pour un patient de 1’étude de Chiaroni et al'?® dont I’allo-anticorps a été
dilué en technique LISS papainé, des réactivités similaires ont été observées entre les techniques
sans LISS ou PEG et LISS papainé dans 1’étude de Chiaroni tout comme dans celle-ci. De plus,
aucune dilution d’allo-anticorps n’a été observée dans ce travail. Mis a part la durée de I’allo-
adsorption, aucune différence n’a été observée dans la détection d’un allo-anticorps entre les
techniques sans PEG ou LISS et les techniques avec PEG ou LISS. La technique sans PEG ou
LISS devrait étre réservée aux seules situations ou 1’auto-anticorps est de faible intensité ou
dans les cas ou la technique en PEG ou en LISS ne fonctionne pas. L’étude de Cheng et al*?® a
par ailleurs montré des dilutions de 1’allo-anticorps par le PEG, dilutions non observées dans
ce travail. L’étude de Barron et Brown'*® a également montré que le PEG pouvait détruire les
anticorps anti-KEL1 et anti-JK2 (Jkb). Dans ce travail, seul un anti-JK2 (Jkb), d’intensité
similaire en technique PEG par rapport a la technique sans PEG ou LISS et la technique en
LISS a été retrouvé. Néanmoins, Cette constatation n’est issue que de I’étude d’un allo-
anticorps, une étude plus approfondie est nécessaire. Par ailleurs, Chaudhary et al. 128 retrouvent
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une meilleure sensibilité de la technique en LISS par rapport a la technique en PEG dans la
détection des allo-anticorps, en lien avec la précipitation des Ig causée par le PEG. Dans ce
travail, I’intensité de I’allo-anticorps était équivalente dans les deux techniques. Cette
différence observée peut étre en lien avec I’utilisation d’une technique en PEG papainé,

contrairement a I’équipe de Chaudhary et al. qui utilise du PEG seul.

Concernant le nombre de cycles d’allo-adsorption a réaliser, la théorie suggere que ce nombre
correspond a I’intensité de la réaction en TIA, supposé en lien avec la force de I’auto-anticorps.
Etant donné que le titre de 1’auto-anticorps, reflet de la force de 1’auto-anticorps, n’est pas
associé a I’intensité du TDA (corrélé au TIA dans ce travail), 1’allo-adsorption pourrait diluer
un allo-anticorps chez des patients présentant un TDA ou un TIA de forte intensité malgré un
faible titre d’auto-anticorps. Ainsi, ’estimation du nombre de cycles d’allo-adsorption ne

devrait pas se faire sur ’intensité du TIA.

De plus, aucune corrélation n’a pu étre établie entre le titre de I’auto-anticorps et le nombre de
cycles d’allo-adsorption nécessaire. Le titre de 1’auto-anticorps ne permet donc pas de predire
le nombre de cycles d’allo-adsorption nécessaire. Neanmoins, dans ce travail, lorsque le titre
ne dépasse pas 1/16, deux cycles d’allo-adsorption semblent suffisants pour adsorber 1’auto-
anticorps. Au-dela, le nombre de cycles d’allo-adsorption requis est échantillon dépendant.
Cette étude a montré que la majorité des auto-anticorps (66,67%) ont un titre inférieur ou égal
a 1/16. Ainsi, il pourrait étre intéressant de réaliser en premier lieu deux cycles d’allo-
adsorptions au lieu des quatre habituellement réalisés au laboratoire, puis étudier la nécessité

de poursuivre les adsorptions le cas échéant.
2.2.2. Dilutions

L’ensemble des échantillons ont été dilués au 1/2 et au 1/5 afin de détecter un éventuel allo-
anticorps, préalablement masqué par 1’auto-anticorps. Ces techniques impliquent I’hypothése
que I’allo-anticorps est présent a titre plus élevé que 1’auto-anticorps. Dans 1’étude, la dilution
au 1/2 a permis d’identifier 28% des allo-anticorps et d’en suggérer 29%. Pour 43% des allo-
anticorps, la dilution au 1/2 n’a pas suffi pour les démasquer. Concernant la dilution au 1/5,
43% allo-anticorps ont été identifiés et 43% ont pu étre suggérés. Dans 14% des cas, I’allo-
anticorps identifié au 1/2 a été dilué au 1/5. Leger et Garratty*'? ont réalisé une étude similaire
a celle-ci sur une cohorte d’échantillons contenant 26 allo-anticorps et dilués au 1/5. lls ont
montré que 19% des allo-anticorps présents étaient identifiables et 15% suggeérés, ce qui est

bien plus faible que les résultats obtenus dans ce travail. De plus, dans leur étude, 38% des allo-
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anticorps étaient masqués par ’auto-anticorps et 27% des allo-anticorps n’étaient pas détectés,
ce qui est egalement plus élevé que les résultats observés ici. Les variations entre ces deux

¢tudes peuvent étre liées au faible nombre d’échantillons traités ici.

Néanmoins, malgré le faible nombre d’échantillons traités, la dilution semble étre une bonne
alternative** a I’allo-adsorption en situation d’urgence, du fait de sa rapidité d’exécution. Si le
laboratoire effectue des dilutions, des dilutions au 1/2 devraient étre réalisées en paralléle des
dilutions aux 1/5 afin de ne pas diluer un allo-anticorps d’une part et ne pas manquer un allo-

anticorps masqué par I’auto-anticorps d’autre part.

De plus, chez un patient, un allo-anticorps (RH2 (C)) mis en évidence par la technique de
dilution au 1/5 n’a pas été retrouvé lors de 1’allo-adsorption. Cela est di au fait que la cellule
d’allo-adsorption utilisée possédait I’antigéne RH2 (C) et a adsorbé I’allo-anticorps. En effet,
le phénotype RH-KEL des cellules d’allo-adsorption utilisées n’est pas toujours le méme que
celui des patients compte tenu du respect du phenotype RH-KEL1 lors de transfusions
sanguines, des allo-anticorps de ces deux systemes peuvent donc étre adsorbes. Ainsi, les
techniques de dilutions sont une alternative a I’allo-adsorption pour démasquer des allo-

anticorps dans ces deux systemes.

Enfin, étant donné que les patients porteurs d’un auto-anticorps sont regulierement transfuses,
I’éluat a été étudié pour mettre en évidence des allo-anticorps de faible titre, présents a la surface
d’hématies transfusées mais pas dans le plasma. Contrairement a 1’équipe de Nathalang et al.
146 qui a pu identifier des allo-anticorps a partir de I’éluat de patients réguliérement transfusés,
dans ce travail, hormis pour un patient, I’¢luat, qu’il soit pur, traité¢ au 1/2 ou au 1/5 n’a pas
permis de révéler d’allo-anticorps a cause d’une pan-agglutination liée a 1’auto-anticorps. Chez
le patient pour lequel I’¢luat a révélé un anti-JK1 (Jka), des allo-adsorptions avec des cellules
JK-1 (Jka-) ont éte realisées a distance de la derniere transfusion. Ces allo-adsorptions n’ont
pas révélées d’anticorps anti-JK1 (Jka). Cet anticorps est peut-étre un auto-anticorps mimant

un allo-anticorps.
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Conclusion

La prise en charge transfusionnelle des patients porteurs d’un auto-anticorps actif a +37°C est
souvent un challenge pour le laboratoire d’immuno-hématologie. A I’heure actuelle, il n’existe
pas de consensus sur la sélection de CGR a transfuser a des patients porteurs d’auto-anticorps.
Afin de réevaluer les consignes transfusionnelles chez les patients auto-immunises, une étude
rétrospective a été réalisée sur une période de 7 ans au sein d’une cohorte de 319 patients pris
en charge par I’EFS site Mondor (Créteil). Chez les patients porteurs d’un auto-anticorps et
nécessitant une prise en charge transfusionnelle, le respect du phénotype RH-KEL1 peut
expliquer leur basse fréquence d’allo-immunisation (12%) comparée aux données de la
littérature (10-40%). Chez les patients auto-immunisés, I’harmonisation du recours aux CGR
phénotypés RH-KEL1 semble étre nécessaire pour maintenir un faible taux d’allo-
immunisation. Par ailleurs, ’étude a mis en évidence que 20,83% des patients allo-immunisés
se sont & nouveau immunisés a la suite d’une transfusion sanguine durant les 7 années de
I’étude. Chez les patients porteurs d’un auto-anticorps, le risque de s’immuniser a nouveau est
majoré par rapport a la population de patients régulierement transfusés sans auto-anticorps. Cela
semble étre en lien avec les perturbations du systéme immunitaire de ces patients. Le cumul
d’allo-anticorps risque de mener les patients auto-immunisés nécessitant des transfusions
répétées a des impasses thérapeutiques. Compte tenu de ces éléments, il serait souhaitable que
les patients porteurs d’un auto-anticorps et allo-immunisés soient transfusés avec des CGR
compatibles dans leur phénotype étendu afin de limiter le risque d’allo-immunisations
supplémentaires. Enfin, au cours de cette étude, aucun patient non préalablement allo-immunisé
n’a développé d’allo-anticorps. Le terrain auto-immun ne semble donc pas étre un facteur de

risque de primo allo-immunisation anti-érythrocytaire.

Ensuite, une étude prospective a été réalisée sur une cohorte de 11 patients auto-immunisés afin
d’évaluer leur prise en charge biologique. Tout d’abord, différentes techniques d’allo-
adsorption ont été comparées. L’allo-adsorption en 1’absence de PEG ou de LISS n’a pas
montré de supériorité dans la mise en évidence d’un allo-anticorps par rapport aux techniques
qui incluent le PEG ou le LISS ; cette technique est par ailleurs plus longue. Cette technique
devrait étre réservée aux seuls cas ou la technique en PEG ou en LISS ne fonctionne pas. Les
techniques en LISS et en PEG ont montré une efficacité similaire dans la mise en évidence d’un
allo-anticorps. Ce travail n’a pas permis de déterminer quelle est la technique la plus rapide
compte tenu du nombre minimal de cycles d’allo-adsorption plus important en PEG qu’en LISS.

Afin d’actualiser les modes opératoires du laboratoire et d’harmoniser les pratiques au sein de
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I’EFS Ile-de-France, il conviendra de réévaluer le nombre de cycles d’allo-adsorption

necessaire en PEG sur une cohorte de 30 patients au minimum.

De plus, ce travail a montré qu’il ne semble pas exister de corrélation entre le titre de 1’auto-
anticorps, l’intensité du TDA, [Dintensité du TIA et le nombre de cycles d’adsorption
nécessaires afin d’éliminer I’auto-anticorps. Néanmoins, lorsque le titre de 1’auto-anticorps ne
dépasse pas 1/16, deux cycles d’allo-adsorption semblent suffisants. Chez les patients dont le
titre est supérieur a 1/16, le nombre de cycles nécessaires varie d’un patient a 'autre. L’étude
d’une cohorte plus importante permettrait de confirmer que 2 cycles d’allo-adsorption sont

suffisants en premiere intention ; réduisant ainsi le délai de rendu des résultats.

Par ailleurs, le titre de ’auto-anticorps pourrait étre mis en relation avec la technique d’auto-
adsorption. En effet, lorsque le titre d’un auto-anticorps est important, les sites antigéniques
érythrocytaires in vivo sont saturés, ce qui laisse peu de place pour la fixation d’auto-anticorps
supplémentaires in vitro lors de techniques d’auto-adsorptions. Etant donné que les réactifs
permettant de décaper les GR autologues sont peu utilisés en routine, le titrage de I’auto-
anticorps permettrait de déterminer un titre critique au-dessus duquel les techniques d’auto-
adsorptions n’auraient aucune chance de fonctionner. En effet, a partir d’un certain seuil d’auto-
anticorps fixes aux GR, les auto-anticorps du plasma ne peuvent pas étre épurés par les GR
autologues et risqueraient de donner des images d’allo-anticorps mimant un auto-anticorps.
Ainsi, au-dessus d’un certain titre, des techniques d’allo-adsorptions pourraient étre réalisées

en premiére intention.

Pour finir, ’association des techniques de dilution au 1/2 et au 1/5 semble étre une bonne
alternative aux techniques d’allo-adsorption pour sécuriser la prise en charge en urgence des
patients porteurs d’un auto-anticorps et allo-immunisés. L’étude doit étre poursuivie sur une
cohorte plus importante pour généraliser 1’utilisation en routine des dilutions d’un auto-

anticorps afin de détecter un allo-anticorps dans les situations d’urgence.
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RESUME

L’anémie hémolytique auto-immune entraine une destruction accélérée des globules rouges par
un meécanisme immunologique. Chez les patients dont I’hémolyse est sévere, des transfusions
sanguines permettent de compenser I’anémie. Chez ces patients, une étude rétrospective a été
réalisée sur une cohorte de 319 patients pris en charge par I’EFS site Mondor (Créteil) pour
déterminer leur fréquence d’allo-immunisation. Le faible taux d’allo-immunisation observé
(12%) par rapport aux donnees de la littérature (10-40%) suggére de généraliser 1’utilisation de
CGR phénotypés RH-KELL1 pour les patients auto-immunisés. Les patients préalablement allo-
immunisés ont plus de risques de s’immuniser de nouveau (21%) et devraient étre transfusés
dans leur phénotype étendu afin de limiter les impasses thérapeutiques. Le terrain auto-immun

ne semble pas étre un facteur de risque de primo allo-immunisation anti-érythrocytaire.

La prise en charge d’échantillons de patients auto-immunisés est souvent un challenge
technique pour le laboratoire d’immuno-hématologie. Une étude prospective permettant de
comparer la rapidité et I’efficacité des techniques employées pour sécuriser la transfusion
sanguine a été réalisée sur une cohorte de 11 patients auto-immunises. Les allo-adsorptions en
présence de LISS et de PEG sont les plus efficientes pour détecter un allo-anticorps masqué par
un auto-anticorps. Deux cycles d’allo-adsorption permettent d’¢liminer la majorité des auto-
anticorps. Dans les situations d’urgence, ’association de dilutions au 1/2 et au 1/5 est une bonne
alternative aux allo-adsorptions pour sécuriser la prise en charge transfusionnelle des patients

auto-immunisés.
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