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Introduction  

 

 La drépanocytose est la maladie génétique la plus fréquente en France (1). Elle est due 

à une mutation de l’hémoglobine conduisant à la production d’hémoglobine S qui déforme les 

globules rouges en faucilles, ce qui donne son nom à la maladie « Sickle cell disease ». La 

plupart des patients drépanocytaires nécessitent des transfusions régulières de Concentrés de 

Globules Rouges (CGR) pour limiter les complications de la maladie et prolonger la durée de 

vie des patients (2).  

L’allo-immunisation est la production d’un anticorps dont l’antigène cible est un 

antigène absent chez l’individu, c’est l’une des principales complications de la transfusion. 

Cela peut conduire à un mauvais rendement transfusionnel, à une diminution du nombre de 

donneurs compatibles, voire à des réactions potentiellement mortelles, telles que la réaction 

hémolytique post-transfusionnelle retardée (Delayed Hemolytic Transfusion Reaction, DHTR) 

décrite chez le drépanocytaire (3). Les drépanocytaires sont globalement plus à risque d’allo-

immunisation que la population générale de par le contexte inflammatoire chronique dû à la 

maladie (4) et du nombre généralement important d’épisodes transfusionnels réalisés au cours 

de leur vie. L’allo-immunisation avec de nombreuses spécificités différentes peut à terme 

mener à des impasses transfusionnelles.  

Afin de limiter l’allo-immunisation des drépanocytaires en France, les CGR 

sélectionnés respectent le phénotype RH-Kell des patients, de plus, une épreuve de 

compatibilité au laboratoire (EDCL) est systématiquement réalisée avant chaque transfusion. 

Le respect du phénotype de chaque individu peut paraître compliqué du fait du 

polymorphisme antigénique marqué entre les donneurs de sang, principalement d’origine 

Caucasienne, et les patients atteints de drépanocytose, principalement d’origine Africaine ou 

Afro-Antillaise.  

La détermination du phénotype érythrocytaire est historiquement réalisée par réaction 

d’agglutination, qui est la technique de base en immuno-hématologie. Cette technique rapide, 

fiable et peu onéreuse peut s’avérer inadaptée en contexte de transfusion récente et ne permet 

pas dans la majorité des cas de détecter et/ou de distinguer des variants faibles ou partiels. La 

recherche de ces variants est pourtant indispensable dans le cas des transfusions itératives du 

drépanocytaire (5).  
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Aujourd’hui, le génotypage érythrocytaire permet d’identifier le(s) SNP(s) (Single 

nucleotide polymorphism) au niveau de l’ADN afin de prédire l’acide aminé présent dans la 

protéine, et donc de déduire l’antigène exprimé. On parle alors de « phénotype déduit du 

génotype ». 

Les recommandations nationales de l’EFS préconisent depuis 2014 un génotypage 

RHD et RHCE systématique chez tous les patients drépanocytaires ayant reçu moins de 12 

épisodes transfusionnels, et/ou allo-immunisés, quelque soit le phénotype RH, y compris en 

l’absence d’affaiblissement antigénique. 

 

 Le système de groupe sanguin RH est le quatrième système identifié parmi les 39 

recensés lors de la dernière mise à jour de la classification par l’ISBT en août 2019 

(International Society of Blood Transfusion) (6). Les antigènes du système RH sont de nature 

protéique, et sont les produits primaires des gènes RHD et RHCE. Ces antigènes font partie 

des plus immunogènes, notamment l’antigène RH1 (D) qui possède de loin l’immunogénicité 

la plus importante (7). Les gènes RHD et RHCE sont très polymorphes, leur orientation face à 

face et leur forte similarité favorisent les réarrangements nucléotidiques pouvant produire des 

gènes hybrides ou des réarrangements nucléotidiques (SNP). Les populations d’origine 

Africaine présentent une grande variabilité génétique et les phénotypes partiels sont très 

fréquents, ce qui complique généralement la transfusion (8). La recherche de variants présente 

donc un grand intérêt chez les patients drépanocytaires, principalement originaires de ces 

populations Africaines. 

 

 Le premier objectif de cette étude est de déterminer la pertinence de l’utilisation de la 

méthode BioArray RHD Beadchip dans la recherche systématique de variants chez le patient 

drépanocytaire.  

 La deuxième partie de ce travail est une étude des différents variants du système RH 

retrouvés dans une population de 351 drépanocytaires issus de la région PACA – Corse entre 

2011 et 2019. Nous comparerons la fréquence des polymorphismes identifiés avec des 

drépanocytaires issus d’autres régions, et nous évaluerons l’intérêt du génotypage 

systématique chez ces individus.  
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I. Généralités  

 
1. La drépanocytose 

 
a. Physiopathologie de la drépanocytose 

 
La drépanocytose est une maladie génétique héréditaire à transmission autosomique 

récessive, touchant particulièrement l’Afrique Subsaharienne, l’Afrique du Nord, le bassin 

méditerranéen (Maghreb, Sicile, Grèce) et les Antilles. Il s’agit d’une mutation nucléotidique 

ponctuelle dans le gène de la β-globine situé sur le chromosome 11, une Thymine remplace 

une Adénine en 17ème position entraînant la substitution de l’Acide Glutamique par une Valine 

au niveau du 6ème acide aminé (2). Ceci conduit à la formation d’hémoglobine S anormale 

(Sickle cell disease). C’est la maladie génétique la plus courante en France. En effet, 431 cas 

de drépanocytose ont été diagnostiqués à la naissance en 2016, grâce à un dépistage néonatal 

ciblé des enfants dont les parents sont originaires des régions à forte prévalence, mis en place 

depuis 2000. Au niveau mondial, on estime environ 300 000 nouveau-nés drépanocytaires par 

an (1). 

Cette anomalie génétique entraîne un changement conformationnel de l’hémoglobine 

et une tendance à la polymérisation intracellulaire, favorisée par l’hypoxie, la déshydratation, 

l’acidose ou l’hyperthermie. La polymérisation de l’HbS est réversible lors de la 

réoxygénation. Les polymères s’associent en fibres de désoxy-HbS, les hématies se déforment 

en faucilles et deviennent des drépanocytes, ce phénomène est irréversible et s’appelle 

falciformation. Ceci entraîne une diminution de la durée de vie des globules rouges déformés, 

une hémolyse chronique et une anémie. D’autres phénomènes entrent en compte, notamment 

la déshydratation, la rigidification cellulaire, l’augmentation d’adhérence à l’endothélium 

vasculaire et l’obstruction des petits vaisseaux par ces hématies peu déformables, conduisant 

aux crises vaso-occlusives (CVO) du drépanocytaire situées en général dans la 

microcirculation post-capillaire et pouvant survenir dans tous les organes vascularisés (9).  

En plus de la douleur chronique, de nombreuses complications aigues et chroniques 

existent, causées par une ischémie et une inflammation chroniques, telles qu’un syndrome 

thoracique aigu (STA), accident vasculaire cérébral, aggravation de l’anémie, priapisme, 

infections bactériennes, atteintes d’organes (néphropathies, rétinopathies, cardiopathie, 

atteintes ostéo-articulaires). Il n’existe pas d’expression clinique avant l’âge de 6 mois, car 

l’hémoglobine fœtale (HbF) joue un rôle protecteur et inhibe la polymérisation de l’HbS (10). 
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Quand les deux allèles du gène codant pour la chaîne β de l’hémoglobine sont atteints, 

on parle de syndrome drépanocytaire majeur. L’expression clinique et biologique varie selon  

le type de mutation. Les mutations les plus fréquentes aboutissent à l’hémoglobine S (Acide 

Glutamique remplacé par une Valine en position 6) et l’hémoglobine C (Acide Glutamique 

remplacé par une Lysine), forme modérée plutôt retrouvée en Afrique de l’Ouest. 

La forme homozygote S/S est la plus fréquente et la plus sévère. Il existe aussi des 

formes hétérozygotes composites : S/C, ou les formes associant une hémoglobine S à un gène 

β thalassémique. On distingue les formes S/β+ thalassémie où le déficit en chaîne β est partiel, 

et S/β0 thalassémie où le déficit en chaîne β est complet. On associe généralement les formes 

S/S et S/β0 et les formes S/C et S/β+ pour leurs similarités cliniques et biologiques. Il existe 

d’autres formes de drépanocytoses hétérozygotes composites, plus rares : SDPunjab, SOArab, 

SAntillesC, … 

Les sujets hétérozygotes HbA/HbS, porteurs d’un trait drépanocytaire sont porteurs 

sains, asymptomatiques et ne présentent pas les complications de la maladie. 

 

 

b. Diagnostic 

 

Le diagnostic repose sur plusieurs méthodes de séparation et de quantification des 

différentes fractions de l’hémoglobine, à réaliser à distance d’au moins 3 mois d’une 

transfusion selon les recommandations de la Société Française de Biologie Clinique (SFBC) 

(11). Les techniques utilisées sont soit séparatives permettant de différencier les 

hémoglobines en fonction de leurs caractéristiques physico-chimiques (électrophorèse, 

chromatographie,…), soit non séparatives mais mettant en évidence des propriétés spécifiques 

(test d’Itano, recherche de corps de Heinz, …). 

La pratique d’une seule technique n’est pas recommandée car un profil normal, quel 

que soit le système utilisé ne permet pas d’éliminer un variant de l’Hb, et plusieurs variants 

peuvent se comporter de la même façon dans un système. Il est nécessaire de disposer d’un 

hémogramme et d’un bilan martial pour interpréter les résultats de l’étude de l’Hb. 

La méthode de référence pour le dépistage de la drépanocytose est 

l’isoéléctrofocalisation, qui consiste à séparer les fractions de l’Hb selon leur point 

isoélectrique. Technique sensible et nécessitant une faible quantité d’hématies, c’est la 

technique de choix chez le nouveau-né lors du dépistage néonatal (12).  
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Une autre technique existe pour le dépistage : l’électrophorèse sur acétate de cellulose 

à pH alcalin (pH = 8.6), elle permet la séparation des fractions de l’Hb selon leurs charges 

(migration vers l’anode). Elle est inadaptée chez le nouveau-né car l’HbF est majoritaire et se 

sépare mal des fractions HbA et HbS.  

Tout dépistage positif doit être confirmé par une technique d’électrophorèse sur citrate 

d’agar à pH acide (pH = 6.0), qui permet de séparer les fractions de l’Hb selon leur affinité 

pour l’agaropectine (complexe migrant vers l’anode) et le courant d’électroendosmose 

(diffusion vers la cathode).  

La quantification des différentes fractions de l’Hb est indispensable pour affiner le 

diagnostic, elle est réalisée par chromatographie liquide haute performance (HPLC) sur résine 

échangeuse de cations, ou par électrophorèse capillaire automatisée. Ces méthodes présentent 

une excellente précision pour le dosage des fractions HbA2 et HbF. 

Enfin, le test de solubilité de l’HbS (test d’Itano) met en évidence la précipitation in 

vitro de l’HbS désoxygénée par l’hydrosulfite de sodium en milieu salin concentré. C’est un 

test de confirmation, très spécifique de l’HbS car c’est la seule hémoglobine qui précipite. 

Cette technique a été décrite pour la première fois en 1953 (13). Manuelle, facile à mettre en 

œuvre et rapide, elle est encore utilisée de nos jours. 

La biologie moléculaire étudie les gènes de la globine et permet de détecter 

directement les mutations recherchées. Elle est utilisée pour confirmation génotypique en cas 

d’ambiguïté diagnostique avec les techniques précédemment citées et aussi pour dépister les 

porteurs sains et identifier des couples à risque de donner naissance à un enfant malade, afin 

de leur proposer un conseil génétique et éventuellement un diagnostic prénatal. Celui-ci est 

réalisable à partir de l’ADN fœtal isolé des cellules amniotiques, de biopsie de placenta ou de 

villosités choriales (14).  
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c. Prise en charge des syndromes drépanocytaires majeurs 

 

Les objectifs de la prise en charge des syndromes drépanocytaires majeurs sont la 

gestion rapide des crises vaso-occlusives et de la douleur, la prévention, détection et 

traitement des complications aiguës et chroniques, et l’amélioration de la longévité et de la 

qualité de vie des patients. Des mesures préventives peuvent être appliquées à vie afin de 

maintenir le niveau de qualité de vie des patients : supplémentation en acide folique, maintien 

d’une hydratation abondante, prévention des infections (antibioprophylaxie au long cours, 

vaccinations), éviction des facteurs favorisants les crises vaso-occlusives (hypoxie, 

refroidissement, hyperthermie, déshydratation, stress, tabac, drogues, etc.).  

Deux grands traitements de fond sont actuellement disponibles pour les patients 

drépanocytaires présentant des complications fréquentes et graves : l’hydroxycarbamide et la 

transfusion sanguine. L’hydroxycarbamide (hydroxyurée, SIKLOS®) est un inducteur de la 

synthèse d’HbF, qui inhibe la polymérisation intracellulaire d’HbS et donc diminue les crises 

vaso-occlusives. La transfusion sanguine est une autre alternative, permettant de prendre en 

charge les complications de la drépanocytose. Il faut distinguer les transfusions simples 

(ponctuelles ou chroniques), et les protocoles d’échanges érythrocytaires (15). 

La greffe de cellules souches hématopoïétique est actuellement le seul traitement 

curatif de la drépanocytose. Elle est réservée aux formes graves chez l’adulte (existence d’une 

vasculopathie cérébrale, échec d’un traitement par hydroxycarbamide, récidives de STA ou 

CVO), et elle est proposée dans la petite enfance si un donneur HLA-identique est présent 

dans la fratrie (16). 
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d. La transfusion chez le drépanocytaire  

 

i. Indications 

 

Le principal pilier du traitement de fond de la drépanocytose est la transfusion 

sanguine, avec plus de 90% des adultes drépanocytaires ayant déjà reçu une transfusion de 

concentrés de globules rouges (CGR) dans leur vie. Les principales indications de la 

transfusion sont la correction de l’anémie aigue et le remplacement des hématies falciformes 

par des hématies normales, afin de diminuer le taux d’HbS en apportant des GR contenant de 

l’HbA. Dans la plupart des cas, l’objectif est de maintenir un taux d’HbS < 30% (17). Ces 

buts peuvent être atteints par une transfusion simple ou par un échange transfusionnel. 

Chez les patients drépanocytaires, la traçabilité et l’efficacité transfusionnelles peuvent 

être appréciées par le suivi du pourcentage de l’HbA mesuré par HPLC. En effet, les patients 

drépanocytaires ne produisant pas d’HbA, le pourcentage de celle-ci constitue le reflet des 

culots transfusés. 

La transfusion simple a pour but d’augmenter la capacité de transport de l’oxygène, 

afin de traiter une anémie mal tolérée, notamment le syndrome thoracique aigu avec anémie, 

une érythroblastopénie, ou une hyperhémolyse. Elle est également utilisée pour prévenir les 

complications lors d’une grossesse ou d’une chirurgie. Il faut néanmoins faire preuve de 

prudence car l’augmentation de l’hémoglobine peut majorer l’hyperviscosité sanguine. 

Le protocole d’échange érythrocytaire est recommandé pour le traitement des 

vasculopathies cérébrales (AVC), les crises vaso-occlusives résistantes à la morphine, les 

défaillances d’organes chroniques, mais aussi pour réduire la survenue de complications. Les 

échanges érythrocytaires diminuent plus efficacement le pourcentage d’HbS que les 

transfusions simples, ils permettent la transfusion de volumes élevés de GR contenant de 

l’HbA, ont un meilleur contrôle du volume sanguin et de la viscosité pendant la transfusion, et 

limitent le risque de développer une hémochromatose liée à la transfusion. Cependant, ils ont 

un coût plus élevé que les transfusions simples, nécessitent un équipement spécialisé et 

souvent un accès veineux permanent (18). 
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La Haute Autorité de Santé (HAS) recommande de réaliser le phénotype ABO-D RHK 

et le phénotype étendu chez tous les drépanocytaires, idéalement avant leur première 

transfusion (10). Le phénotype étendu comprend les antigènes : Jka, Jkb, Fya, Fyb, M, N, S, s. 

La connaissance du phénotype étendu du drépanocytaire permet de faciliter l’identification 

d’un éventuel anticorps, et ainsi de pouvoir trouver des CGR compatibles en fonction de 

l’antigène négatif souhaité (19).  

Les recommandations nationales de l’EFS préconisent un génotypage RHD et RHCE 

systématique chez tous les patients drépanocytaires ayant reçu moins de 12 épisodes 

transfusionnels, et/ou allo-immunisés, quel que soit le phénotype RH, y compris en l’absence 

d’affaiblissement antigénique. Le génotypage systématique est réalisé à l’aide des kits 

BioArray RHD Beadchip et BioArray RHCE Beadchip (Immucor®). On recherche également 

l’allèle RHCE*CeRN  par PCR en temps réel chez tout patient drépanocytaire de phénotype C 

positif, ainsi que l’allèle RHCE*ceAG (ce254) par PCR allèle spécifique aboutissant à un 

antigène RH5 (e) partiel, chez tout patient drépanocytaire de génotype RHCE*ce homozygote. 

Le dossier transfusionnel du patient drépanocytaire doit être unique, transférable d’un 

site à un autre et maintenu à jour. Il doit comporter les antécédents transfusionnels et indiquer 

les antécédents d’allo-immunisation ou d’hémolyse post-transfusionnelle retardée.  

La consigne transfusionnelle des patients drépanocytaires impose d’utiliser des CGR 

phénotypés ABO RH-Kell (D, C, c, E, e, K) et de réaliser une épreuve de compatibilité au 

laboratoire (EDCL) avant la transfusion. Le respect des antigènes du phénotype étendu peut 

limiter une allo-immunisation supplémentaire ; celui-ci sera respecté en fonction du statut 

d’allo-immunisation du drépanocytaire et de son risque à développer une DHTR (nombre 

d’épisodes transfusionnels, antécédents, ...) (10). 

 

ii. Complications de la transfusion 

 

Les transfusions sanguines répétées peuvent produire des effets indésirables chez les 

receveurs, tels qu’une allo-immunisation, une réaction hémolytique immédiate ou retardée 

rendant la transfusion inefficace, une anaphylaxie, une lésion pulmonaire aiguë ou encore une 

infection, une hyperviscosité par augmentation du taux d’hémoglobine, une 

hémochromatose,... Ces effets indésirables sont les mêmes pour tous les patients transfusés, 

drépanocytaires ou non (17).  
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Dans l’hémolyse post-transfusionnelle immédiate, on observe plutôt une hémolyse 

intravasculaire avec activation du complément et lyse des hématies. Elle est associée de 

manière presque constante à une hyperthermie, et peut être associée à des frissons, des 

douleurs lombaires, des signes digestifs ou respiratoires. Elle peut se compliquer 

d’insuffisance rénale, de coagulation intra-vasculaire disséminée voire du décès de l’individu. 

L’hémolyse retardée, se situe plutôt au niveau extracellulaire, les hématies sont 

recouvertes par des anticorps ou des fragments du complément et sont reconnues par les 

macrophages du système réticulo-endothélial puis détruites, ce qui conduit à une 

accumulation de produits de dégradation de l’hémoglobine.  

Dans les deux cas, une hémolyse biologique est observée : hyperbilirubinémie, 

augmentation des LDH (Lactate Déshydrogénase, marqueur de dommage tissulaire) et chute 

de l’haptoglobine (protéine qui fixe l’hémoglobine).  

Chez le patient drépanocytaire, les réactions hémolytiques post-transfusionnelles 

retardées jusqu’à 21 jours sont rares mais redoutables et peuvent menacer son pronostic vital. 

Elles sont appelées Delayed Hemolytic Transfusion Reaction (DHTR). Le diagnostic est posé 

devant l’apparition de signes vaso-occlusifs après une transfusion de CGR, sans autre cause 

d’hémolyse intravasculaire, associés à une diminution rapide de l’hémoglobine A qui a été 

transfusée, une hémoglobinurie, et à l’apparition d’un nouvel anticorps ou d’un test direct à 

l’antiglobuline positif, signifiant que des anticorps sont fixés à la surface des GR (20). Il 

existe peu d’options thérapeutiques à l’heure actuelle et le tableau peut évoluer vers la 

défaillance d’un ou plusieurs organes, voire le décès (3,21). Chez un patient ayant reçu une 

transfusion et présentant une DHTR, une nouvelle transfusion ne doit être envisagée qu’en cas 

d’urgence vitale en raison de l’aggravation de la situation qu’elle va induire (19). Les 

mécanismes de la DHTR dans la drépanocytose restent mal compris à ce jour, la prévention 

de l’allo-immunisation des patients drépanocytaires reste l’une des principales précautions 

pour limiter la survenue de DHTR.  
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Une complication fréquente de la transfusion est l’allo-immunisation qui s’explique 

par le développement d’allo-anticorps contre des antigènes de donneurs que le receveur ne 

possède pas, qui lui sont apportés par une transfusion de concentrés de globules rouges 

(CGR), ou par une grossesse. L’allo-immunisation complique la prise en charge du 

drépanocytaire, notamment par le retard de transfusion dû au temps nécessaire pour identifier 

l’allo-anticorps, et à la complexité de trouver des CGR compatibles, dépourvus de l’antigène 

correspondant.  

L’incidence de l’allo-immunisation chez les patients atteints de drépanocytose est plus 

élevée que dans la population générale de patients transfusés, pour des raisons qui restent mal 

comprises, mais différents facteurs jouent un rôle :  

- Charges transfusionnelles relativement importantes et répétées 

- Etat inflammatoire chronique de la drépanocytose (4,22)  

- Nombreuses différences de polymorphismes antigéniques selon les origines 

géographiques, et présence d’antigènes variants ou de combinaisons antigéniques 

rares. Les drépanocytaires, d’ascendance principalement Africaine s’immunisent 

contre des antigènes issus des populations Caucasiennes, qui représentent la majorité 

des donneurs dans les pays occidentaux.  

- Des facteurs génétiques comme le polymorphisme HLA classe II, prédisposant au 

statut répondeur, c’est-à-dire la capacité à développer des anticorps suite à la rencontre 

d’antigènes érythrocytaires (4,23). 

 

Le développement d’allo-anticorps semble entraîner également la production d’auto-

anticorps (24). Ces auto-anticorps réagissent avec la totalité des hématies du panel 

d’identification et rendent la recherche d’agglutinines irrégulières (RAI) complexe de par 

cette pan-agglutination. Il en va de même pour les patients poly-immunisés qui possèdent 

plusieurs allo-anticorps. En effet, la pan-agglutination nécessite d’effectuer des analyses 

immuno-hématologiques supplémentaires, augmentant le délai et la difficulté pour trouver des 

CGR compatibles.   
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2. Le système RH  

 

En 1939, Levine étudie le cas d’une jeune femme qui présente une réaction 

transfusionnelle sévère après la transfusion de sang de son mari pour hémorragie de la 

délivrance (25). Le nouveau-né souffrait quant à lui d’anémie hémolytique. Le sérum de cette 

patiente agglutinait environ 85% des GR de sujets compatibles en ABO. 

En 1940, les Docteurs Karl Landsteiner et Alexander Wiener injectent du sang de 

singe Macacus Rhesus à des lapins et obtiennent un anticorps dirigé contre les globules 

rouges de singe qu’ils appellent anti-Rhésus (26). Ils découvrent ensuite que le sérum des 

lapins immunisés permet d’agglutiner 85% des échantillons humains. Ils ont nommé les 

échantillons agglutinés par ces sérums « Rh+ » et ceux qui ne produisent pas de réaction 

« Rh- » (27).  

Il fut alors acté que les anticorps de la jeune femme et ceux du lapin reconnaissaient le 

même facteur Rhésus chez l’homme et chez le singe. On découvrit finalement dans les années 

1960  que l’anticorps mis en évidence par Landsteiner et Wiener n’était pas le même que celui 

étudié par Levine. Le facteur humain découvert par Levine garda le nom de RH (Rhésus) 

alors que le facteur commun au singe et à l’homme devint LW (Landsteiner-Wiener), nommé 

ainsi pour saluer les travaux de ces derniers (28).  

On sait maintenant d’où vient la confusion entre RH et LW : les globules rouges de 

sujets Rh+ possèdent beaucoup plus d’antigènes LW que les GR de sujets Rh-. 

 

Le système RH est le numéro 004 d’après la classification des systèmes de groupes 

sanguins de l’ISBT (International Society of Blood Transfusion) (6). C’est le plus important 

en termes de sécurité transfusionnelle après le système ABO. Il possède 55 antigènes mais les 

cinq principaux sont : RH1 (D), RH2 (C), RH3 (E), RH4 (c), RH5 (e). Les bases génétiques 

du système RH ont été déterminées par la biologie moléculaire dans les années 1990. Ces 

études décrivent l’existence du locus RH constitué de deux gènes : le gène RHD qui produit 

l’antigène D et le gène RHCE qui produit les antigènes C/c, E/e. Ces deux gènes sont situés 

sur le bras court du chromosome 1 (au locus 1p34.3 – 1p36.1 (29)), et dérivent 

vraisemblablement de la duplication d’un gène ancestral commun : le gène RHD est le produit 

d’une translocation génique horizontale du gène RHCE. Ils sont composés chacun de dix 

exons et présentent 96% de similarité (30). Les gènes RHD et RHCE sont orientés en tandem 
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inversé : les extrémités 3’ se font face. Cette inversion explique la facilité de survenue de 

conversions géniques, en effet après repliement en épingle à cheveux, les deux gènes et tous 

leurs exons se retrouvent strictement les uns en face des autres. Les deux gènes RHD et RHCE 

forment ensemble un haplotype, transmis en un seul bloc lors de la méiose. Il en existe 8 

différents et leurs fréquences sont variables au sein des populations.  

Les gènes RHD et RHCE sont séparés par environ 30 000 paires de bases qui 

contiennent le gène SMP1 (Small Membrane Protein 1). Le gène RHD est entouré par deux 

boîtes rhésus, qui ont une longueur d’environ 9000 pb, une homologie de 98.6% et une 

orientation identique (31) (Figure 1).  

 

 

Figure 1 : Locus RH (32) 

 

 

Les protéines RhD et RhCE, produites directement par les gènes RHD  et RHCE, 

appartiennent à la famille de transporteurs d’ammonium Amt/MEP/Rh (Ammonium 

transporter, methylamine permease, Rh). Elles sont constituées chacune de 417 acides aminés, 

répartis en douze domaines transmembranaires dans la bicouche lipidique érythrocytaire. Ces 

protéines ne diffèrent que de 32 à 35 acides aminés selon les allèles RHCE. Les extrémités C-

terminale (COOH) et N-terminale (NH2) sont intracellulaires. Ces polypeptides sont 

constitués de 6 boucles extracellulaires, 5 boucles intracellulaires, et 12 passages 

transmembranaires (Figure 2) (33).  
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Figure 2 : Polypeptides Rh (33) 

 

 

La famille des protéines Rh comprend également la protéine RhAG (Rhesus 

associated glycoprotein), codée par un gène situé sur le chromosome 6. Les protéines RhD, 

RhCE et RhAG sont associées entre elles pour former le complexe RH à la surface 

membranaire. Ce complexe joue un rôle fondamental dans l’intégrité structurale de la 

membrane du globule rouge de par son interaction avec la spectrine et l’ankyrine du 

cytosquelette, et fait intervenir plusieurs protéines liées de manière non-covalente : CD47, 

LW, glycophorines A et B  (Figure 3) (34,35).  
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Figure 3 : Principales protéines de la membrane érythrocytaire (36) 

 

La protéine RhAG est exprimée au cours de la différenciation érythroïde, en amont des 

protéines Rh. Elle est indispensable aux protéines RhD et RhCE pour atteindre la membrane 

érythrocytaire, ce qui signifie que les mutations de la protéine RhAG sont associées à la perte 

totale d’expression des antigènes RH (RHD et RHCE) et conduisent au phénotype Rhnull 

(phénotype dit « régulateur »). Le deuxième mécanisme aboutissant au phénotype Rhnull est 

lié à l’absence d’expression du gène RHCE en association avec une délétion du gène RHD : il 

s’agit du phénotype dit « amorphe » (37,38). Les GR Rhnull sont morphologiquement et 

fonctionnellement anormaux. Chez les individus Rhnull, on retrouve des stomatocytes et des 

sphérocytes au frottis sanguin ainsi qu’un certain degré d’anémie hémolytique. La sévérité de 

cette anémie est cependant très variable en fonction des individus (39). 

 

Plusieurs nomenclatures sont couramment utilisées pour désigner les différents 

antigènes présents à la surface du globule rouge, notamment deux nomenclatures historiques : 

celle de Fisher-Race et celle de Wiener, mais aussi la nomenclature de Rosenfield qui est à 

l’origine de la nomenclature internationale (ISBT) (40) (Tableau 1).  
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Tableau 1 : Haplotypes du système RH et phénotypes érythrocytaires correspondants 

Haplotypes Phénotypes érythrocytaires 

Fisher-Race Wiener ISBT Nomenclature usuelle 

Dce R0 RH : 1, -2, -3, 4, 5 D+, C-, E-, c+, e+ 

DCe R1 RH : 1, 2, -3, -4, 5 D+, C+, E-, c-, e+ 

DcE R2 RH : 1, -2, 3, 4, -5 D+, C-, E+, c+, e- 

DCE RZ RH : 1, 2, 3, -4, -5 D+, C+, E+, c-, e- 

dce r RH : -1, -2, -3, 4, 5 D-, C-, E-, c+, e+ 

dCe r’ RH : -1, 2, -3, -4, 5 D-, C+, E-, c-, e+ 

dcE r’’ RH : -1, -2, 3, 4, -5 D-, C-, E+, c+, e- 

dCE ry RH : -1, 2, 3, -4, -5 D-, C+, E+, c-, e- 

 

 

Dans les populations originaires d’Afrique Subsaharienne, l’haplotype Dce ou R0 est 

le plus répandu. Cet haplotype est considéré comme la forme ancestrale à partir de laquelle les 

autres haplotypes (dce, dCe, dcE, dCE, DCe, DcE, DCE) sont apparus par délétion, 

conversion, mutation, ou recombinaison (41) (Figure 4).  

 

 

Figure 4 : Phylogénie des haplotypes RH 
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a. Polymorphismes RHD 

 

Le gène RHD code pour l’antigène RH1 (D). Les deux allèles principaux de ce gène 

sont RHD*01, l’allèle sauvage, produisant l’antigène RH1 (D) normal, et RHD*01N.01, une 

délétion de l’ensemble de la séquence codante du gène, responsable d’un phénotype RH : -1 

(D négatif) (42). 

Dans les populations d’origine Caucasienne, 85% des sujets sont D positif (43). Le 

phénotype D négatif, observé chez 15% des individus, est principalement associé à une 

délétion du gène RHD. Cette délétion est le résultat d’un crossing over inégal entre les deux 

boîtes rhésus, facilité par leur grande homologie, ce qui entraîne l’apparition d’une boîte 

rhésus hybride (Figure 5). Dans ces populations, le phénotype D positif est donc associé à la 

présence soit de deux allèles RHD (homozygote), soit d’un seul allèle RHD en trans de la 

délétion du gène RHD (hémizygote).  

Concernant les populations d’Afrique Subsaharienne, le phénotype D négatif est 

observé chez environ 8% des individus (43). Il peut résulter, en dehors de la délétion, de deux 

autres gènes RHD inactivés. Le plus fréquent est le pseudogène RHD (RHD-ψ (psi) - 

RHD*08N.01) observé chez 66% des phénotypes D négatifs (44). Cet allèle est caractérisé par 

une duplication de 37 pb dans les régions intron 3 – exon 4, ainsi que plusieurs 

polymorphismes dans les exons 5 et 6. La duplication génère un décalage du cadre de lecture 

et la protéine traduite présente un codon stop prématuré en position 210, ce qui assure 

qu’aucune protéine RhD n’est présente au niveau de la membrane des globules rouges. 

Le second allèle inactif est codé par le gène hybride RHDIIIa-CE(4-7)-D 

(RHD*03N.01), résultant d’une conversion génique et retrouvé chez 15% des phénotypes D 

négatifs africains (44). La formation de structures en épingles à cheveux causée par la grande 

similarité entre les deux gènes RH faciliterait les évènements de conversion génique en cis 

(échange intergénique non réciproque) (45,46). Dans cet haplotype hybride, une partie de 

l’exon 3 et les exons 4 à 7 du gène RHD sont remplacés par les exons correspondants du gène 

RHCE. Cinq substitutions nucléotidiques sont également présentes. Trois substitutions sont 

situées dans le gène RHD : 186 G>T (Leu62Phe) dans l’exon 2, 410 C>T (Ala137Val) et 455 

A>C (Asn152Thr) dans l’exon 3, et deux substitutions sont situées dans le gène RHCE : 733 

G>C (Leu245Val) dans l’exon 5 et 1006 G>C (Gly336Cys) dans l’exon 7. En association 

avec l’allèle ceS(1006), il constitue l’haplotype hybride (C)ces de type 1 qui présente un profil 

antigénique RhD négatif avec une expression faible et partielle des antigènes RH2 (C), RH4 
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(c) et RH5 (e), l’expression d’antigène de faible fréquence RH20 (VS), ainsi qu’une perte des 

antigènes de haute fréquence RH : -31 (hrB), et RH : -34 (HrB) (47–49).  

 

 

Figure 5 : Bases moléculaires des phénotypes D négatifs (32) 

 

Chez les personnes d’origine Asiatique, le phénotype D négatif est moins répandu et 

représente environ 0,5% des individus (43). Dans cette population, il est important de se 

méfier des phénotypes qui semblent D négatifs en sérologie, car un allèle produisant un 

antigène RhD d’expression très affaiblie (phénotype DEL) est courant (50,51). Le phénotype 

DEL (D-elute) est caractérisé par un très faible nombre de sites RhD par GR (< 200 molécules 

RhD/hématie), et apparaît D négatif avec les réactifs sérologiques classiques. L’antigène D est 

alors mis en évidence par une technique de fixation / élution (52).  
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b. Phylogénie RHD 

 

L’étude phylogénétique des allèles RHD identifie 4 « clusters » (53). Chaque cluster 

est défini par des allèles ayant en commun un polymorphisme racine et dérivant les uns des 

autres par l’addition successive de nouveaux polymorphismes (Figure 6). On distingue ainsi le 

cluster RhD eurasien et trois clusters africains, à savoir le DIVa, le DAU et le D faible type 4. 

L’arbre phylogénique est présenté en figure 7. 

 

Figure 6 : Modèle en deux dimensions de la protéine RhD montrant la localisation des polymorphismes 
caractéristiques des clusters DIVa (rouge), D faible type 4 (vert) et DAU (bleu) 

 

Chacun des clusters africains est caractérisé par une substitution d’acide aminé par 

rapport à l’allèle RhD complet tel qu’il est défini comme référence :  

- 186G>T (Leu62Phe), 410C>T (Ala137Val) et 455A>C (Asn152Thr) pour le cluster 

DIVa. La grande majorité des allèles présents dans ce cluster codent des phénotypes 

RHD partiels, notamment l’haplotype (C)ces de type 1. 

- 667T>G (Phe223Val) pour le cluster D faible type 4. Il comprend de nombreux allèles 

cliniquement pertinents comme le D faible type 4.2 (DAR) et le pseudogène RHDψ. 

- 1136C>T (Thr379Met) pour le cluster DAU, qui code pour des antigènes D faibles ou 

partiels, par exemple le DAU0. 
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c. Polymorphismes RHCE 

 

Dans la population européenne, l’antigène RH2 (C) est présent chez 70% des 

individus, l’antigène RH3 (E) chez 30%, l’antigène RH4 (c) chez 80% et enfin l’antigène 

RH5 (e) chez 98%. Les antigènes C et c d’une part, et les antigènes E et e d’autre part sont 

antithétiques, cela signifie que si l’un est absent, l’autre est forcément présent.  

Les différents haplotypes existants dérivent de l’haplotype ancestral Dce par divers 

mécanismes (Figure 4). 

L’haplotype DCe est obtenu par un mécanisme de conversion génique, avec le 

transfert de l’exon 2 du gène RHD dans le gène RHCE. Bien que cet exon 2 soit presque 

identique à celui de RHD, l’antigène RH2 (C) est conformationnel et ne s’exprime que sur la 

protéine RhCE et pas sur la protéine RhD. L’haplotype DCe possède les polymorphismes 

suivants :  

- 48 G>C (Trp16Cys) dans l’exon 1 

- 150 C>T (Val50Val) ; 178 C>A (Leu60Ile) ; 201 A>G (Ser67Ser) ;   

203 A>G (Asn68Ser) ; 307 C>T (Pro103Ser) dans l’exon 2 

- Insertion 109 pb dans l’intron 2 (IVS2Ins109) 

L’haplotype DcE est obtenu à partir de l’haplotype ancestral Dce par une mutation 

dans l’exon 5 : 676 G>C (Ala226Pro). L’antigène RH5 (e) est lui aussi conformationnel. 

L’Alanine en position 226 fait donc apparaître l’antigène RH5 (e) en contexte RhCE et pas en 

contexte RhD. Ces différents haplotypes sont représentés dans la figure 8.  

 

 

Figure 8 : Représentation des allèles RHCE (32) 
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d. Variants RHD 

 

Chacun des antigènes RhD est constitué d’une mosaïque d’épitopes, tous présents 

lorsque le sujet est RhD positif, et tous absents chez le « vrai » sujet RhD négatif.  

 

i. Phénotype D partiel 

 

Certains sujets peuvent manquer d’un ou plusieurs épitopes, ils possèdent alors un 

antigène D partiel. S’ils sont exposés à l’antigène complet par transfusion ou grossesse, ils 

peuvent produire des anticorps contre des épitopes qu’ils n’expriment pas. Ainsi les individus 

présentant un antigène D partiel seront considérés RH : -1 (D négatif) en tant que receveurs, et 

RH : 1 (D positif) en tant que donneurs de sang. Les antigènes D variants résultent 

généralement de mutations ponctuelles du gène RHD avec modifications d’acides aminés au 

niveau des domaines extracellulaires de la protéine RhD ou de réarrangements géniques entre 

RHD et RHCE, notés RHD-CE-D (54).  

 

ii. Phénotype D faible 

 

Classiquement, une hématie RH1 possède entre 10 000 et 30 000 sites antigéniques D. 

Le phénotype RH1 faible est caractérisé par un déficit quantitatif en sites antigéniques RH1 : 

70 à 4000 sites par GR (55). Il provient de mutations situées au niveau des domaines 

transmembranaires et intracellulaires de la protéine RhD (54). Ce déficit aboutit à une faible 

immunogénicité et à une diminution de la réactivité voire une absence de détection de cet 

antigène en fonction du seuil de sensibilité de la technique utilisée lors de la réalisation du 

phénotype. Les individus présentant un D faible ne produiront classiquement pas d’allo-

anticorps anti-D s’ils sont exposés à l’antigène D normal. Il est cependant accepté en 

consensus que seuls les D faibles types 1, 2 ou 3 sont à considérer comme D positifs (56).  
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iii. Phénotype DEL 

 

Le phénotype DEL représente l’extrême forme du phénotype D faible, ce variant est 

caractérisé par une très faible expression de l’antigène D (< 200 sites / hématie). Sa mise en 

évidence n’est possible que par des techniques de fixation / élution (52,57). Des analyses 

moléculaires ont montré la présence de différentes mutations (58). 

 

e. Allo-immunisation 

 

Les antigènes du système RH et surtout l’antigène D sont fortement immunogènes (7). 

Les anticorps apparaissent classiquement après allo-immunisation suite à une transfusion, une 

grossesse ou une greffe (59). Il est recommandé de rechercher une éventuelle allo-

immunisation entre 30 et 112 jours après la transfusion de CGR (60). L’allo-immunisation 

anti-érythrocytaire est un phénomène irréversible, comme le dit le proverbe « anticorps un 

jour, anticorps toujours ». Chaque nouvelle exposition à l’antigène provoque une réactivation 

de la réponse immunitaire, pouvant engendrer des complications hémolytiques 

potentiellement mortelles.  

La prévention de l’allo-immunisation anti-érythrocytaire est un enjeu majeur en 

immuno-hématologie. Les protocoles transfusionnels sont adaptés à l’âge et au sexe (femme 

en âge de procréer), au contexte clinique ou à la pathologie, et au statut d’allo-immunisation. 

Les CGR sélectionnés peuvent respecter l’antigène RH1 (D), respecter aussi les autres 

antigènes principaux RH2 (C), RH3 (E), RH4 (c), RH5 (e), KEL1 (K), et respecter un ou 

plusieurs antigènes du phénotype étendu. Pour tout patient immunisé, pour les patients 

drépanocytaires et pour les patients présentant un phénotype érythrocytaire rare, des épreuves 

de compatibilité au laboratoire sont systématiquement réalisées avec le plasma du patient pour 

chaque CGR à transfuser. Chez les femmes enceintes, l’utilisation d’immunoglobulines anti-

RH1 (Rophylac®) a permis de réduire considérablement l’incidence de l’allo-immunisation 

anti-D, et ainsi de réduire l’incidence des maladies hémolytiques du nouveau-né (MHNN) 

liées à l’anti-RH1 (61). 
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II. Objectifs  

 

A l’Établissement Français du Sang, tous les patients atteints de drépanocytose 

bénéficient d’une exploration systématique des gènes RHD et RHCE en cas d’ambigüité 

sérologique due par exemple à une transfusion récente, ou si le patient présente moins de 12 

épisodes transfusionnels. En effet, à partir du moment où un patient a déjà bénéficié de plus 

de 12 transfusions sanguines au cours de sa vie et n’a jamais développé d’allo-anticorps, il est 

considéré comme faible répondeur et il n’est plus nécessaire d’effectuer de génotypage RHD 

et RHCE (5).  

En France, trois laboratoires d’immuno-hématologie réalisent le génotypage des 

groupes sanguins par biologie moléculaire : Créteil, Brest et Marseille. La recherche des 

variants RHD et RHCE est réalisée à l’aide de puces dédiées (kits Beadchip™ / Immucor®). 

Ce sont  des tests de diagnostic in vitro qualitatifs conçus pour la détermination moléculaire 

de nombreux polymorphismes nucléotidiques conduisant à différents allèles d’intérêt, 

responsables de l'expression normale ou altérée, voire une absence d'expression des antigènes 

sur l'érythrocyte humain. Ces tests sont effectués grâce à l’analyse de l’ADN génomique. 

 

Le premier objectif de ce travail concerne le kit BioArray RHD Beadchip™. Ce kit 

détecte 35 marqueurs génétiques et permet d’identifier 68 variants du gène RHD. Mais les 

polymorphismes recherchés par cette technique sont-ils adaptés à la population 

drépanocytaire ? Pouvons-nous nous arrêter à un allèle RHD sauvage rendu après exploration 

de ces 35 polymorphismes seulement ?  En effet la drépanocytose est une pathologie très 

répandue en Afrique et les populations originaires d’Afrique Subsaharienne sont connues pour 

avoir un niveau élevé de diversité génétique (8). 

 

La seconde partie de ce travail est une étude des variants du système RH dans la 

population drépanocytaire de PACA – Corse entre 2011 et 2019, afin de faire un état des lieux 

des polymorphismes les plus fréquents dans cette région, d’étudier l’état d’allo-immunisation 

des patients et les spécificités d’anticorps développés en fonction des types de CGR transfusés 

et également de déterminer l’intérêt du génotypage systématique chez les drépanocytaires.  
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III. Matériels et méthodes 

 

Les échantillons de sang de patients drépanocytaires sont envoyés par différentes 

régions (Occitanie, Auvergne-Rhône-Alpes et l’Île de la Réunion)  au laboratoire IHR 

(Immuno-Hématologie Receveur) de l’EFS PACA-Corse afin de réaliser un génotypage 

érythrocytaire systématique, dans le but de définir le phénotype RhD et RhCE des patients, et 

pouvoir adapter leur consigne transfusionnelle. Le génotypage érythrocytaire RHD et RHCE 

est réalisé par une PCR multiplexée (BioArray®) qui permet de rechercher un panel de 

mutations connues. Si le résultat est indéterminé, ou si le patient présente une ambigüité 

sérologique sans variant identifié, le séquençage des dix exons du gène RHD ou du gène 

RHCE est réalisé dans un second temps.  

 

1. Analyse des D sauvages identifiés par BioArray 

 

Nous avons réalisé le séquençage des dix exons du gène RHD chez 42 patients 

drépanocytaires pour lesquels le résultat du génotypage BioArray® RHD Beadchip™ est un 

« probable RHD sauvage ». 

 

a. Extraction d’ADN 

 

L’extraction de l’ADN génomique (ADNg) est réalisée à partir de 200 µL de sang 

total prélevé sur tube EDTA. L’extraction est réalisée à l’aide de l’automate QIACUBE 

(Qiagen) en utilisant le kit QIAmp DNA Blood Mini kit (Qiagen) en suivant la notice 

fournisseur. Ce kit est basé sur l’adsorption sélective des ADNg sur une matrice de silice. Les 

ADNg sont élués dans de l’eau. La mesure de la concentration d’ADNg est réalisée par 

spectrophotométrie sur un Nanodrop 2000.  
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b. Génotypage BioArray 

 

La recherche des variants du gène RHD et du gène RHCE est réalisée par la technique 

eMAP® (Elongation-mediated Multiplexed Analysis of Polymorphisms) à l’aide des kits 

BioArray RHD Beadchip et BioArray RHCE Beadchip (Immucor®).  

Le kit RHD détecte 35 marqueurs génétiques et permet d’identifier 68 variants du gène 

RHD dans les exons 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, tandis que le kit RHCE détecte 25 marqueurs 

génétiques et permet d’identifier 48 variants du gène RHCE, dans les exons 1, 3, 4, 5, 6, 7. 

Les listes des polymorphismes recherchés et des variants identifiés par les kits se trouvent en 

annexes 1 et 2.  

Principe : cette technique se déroule en plusieurs étapes : (Figure 9) 

- PCR multiplexée réalisée à l’aide de couples d’amorces dont l’une est phosphorylée 

en 5’ pour chaque couple. 

- Purification de la réaction de PCR par un mélange d’exonucléase-I (exo-I), et de 

phosphatase alcaline de crevette (SAP, Shrimp alcalin phosphatase) qui dégradent les 

amorces résiduelles et les dNTP (désoxinucléotides) en excès.  

- Génération d’ADN simple-brin à partir des amplicons de PCR grâce à l’exonucléase 

Lambda qui va dégrader le brin phosphorylé.  

- Hybridation du simple brin sur une puce comportant des billes colorées sur lesquelles 

sont greffées des sondes spécifiques des SNP d’intérêts ; à chaque couleur de bille 

correspond une sonde. Cette étape d’hybridation est réalisée dans une chambre humide 

à une température contrôlée de 55°C en présence d’une ADN polymérase, de dCTP-

TAMRA et de dNTP.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Processus d’analyse avec les puces BioArray RH eMAP® 
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Lorsque l’hybridation est parfaite entre l’amplicon simple brin et la sonde portée par la 

bille colorée, l’élongation va permettre l’incorporation du nucléotide dCTP-TAMRA. En 

l’absence d’hybridation complète il n’y a pas d’élongation. Après lavage, la puce est soumise 

à une optique de fluorescence associée à une caméra pour visualiser les billes marquées par le 

dCTP-TAMRA et mesurer l’intensité du signal. La lecture est réalisée à l’aide d’un 

microscope à fluorescence en superposant les images de codage des billes colorées avec celles 

de la fluorescence associée pour chaque bille (Figure 10). Le logiciel BASIS (BioArray 

Solution Information System) interprète les données de fluorescence et permet, pour chaque 

SNP, de définir un génotype homozygote sauvage (AA), homozygote muté (BB), ou 

hétérozygote (AB). 

 

 

Figure 10 : Lecture des puces Bioarray par superposition des images de codages des billes colorées (à gauche) 
avec les images de fluorescence obtenues (à droite) 

 

Réalisation :  

Quel que soit le kit utilisé (BioArray RHD Beadchip ou BioArray RHCE Beadchip) la 

PCR multiplex est réalisée en présence de 16 μL du mix de PCR spécifique, 1 μL d’ADN 

polymérase HotStarTaq et 8 μL d’ADNg dont la concentration est comprise entre 10 et 

80 ng/μL. L’amplification est réalisée dans un thermocycleur GeneAmp® PCR system 9700 

ou Veriti™ 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystem). 
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Etapes des techniques Bioarray RHD et RHCE Beadchip :  

Le protocole est identique : le programme de PCR commence par une étape de 

dénaturation initiale avec activation de la polymérase à 95°C pendant 15 minutes. Cette étape 

est suivie de 35 cycles d’amplifications composés comme suit : [95°C - 30 sec ; 65°C - 45 

sec ; 72°C - 45 sec] pendant 10 cycles, puis [95°C - 30 sec ; 61°C - 45 sec ; 72°C - 45 sec] 

pendant 25 cycles.  

Le produit de PCR (6,5 µL) est purifié en présence de 2 μL de réactif de nettoyage 

Clean-Up (exonucléase-I + SAP) pendant 15 min à 37°C, puis 8 min à 85°C pour inactiver 

l’enzyme.  

Le simple brin est ensuite généré par addition de 2 μL de Lambda Exonucléase et 

incubation à 37°C pendant 20 min. Puis, l’enzyme est inhibée par incubation 8 min à 85°C.  

Enfin, l’étape d’hybridation / élongation est réalisée en ajoutant 10 μL du mix 

d’élongation eMAP au produit de PCR simple brin. Un volume de 18 μL de ce mélange est 

déposé sur une puce qui est ensuite incubée 30 min à 55°C dans une atmosphère humide. 

Après lavage et lecture des puces les résultats sont interprétés via le logiciel BASIS. 

 

Le résultat du génotypage BioArray RHD Beadchip est représenté sous la forme d’un 

histogramme (chart) représentant les différents polymorphismes recherchés dans le kit RHD 

(Figure 11).  

 

 

 

 

 

 

 

  

 
Figure 11 : Résultat BioArray représentant un allèle RHD sauvage 
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Les deux derniers rectangles, nommés IPC1 et IPC2 correspondent aux témoins 

internes, ils doivent être amplifiés et présents à l’état homozygote sauvage (AA) pour valider 

le contrôle qualité interne.  

 Pour l’interprétation des polymorphismes, lorsqu’il n’y a qu’un rectangle bleu, l’allèle 

est sauvage à l’état homozygote (AA), s’il y a un rectangle bleu et un rectangle vert, 

l’individu est hétérozygote avec un allèle sauvage et un allèle muté (AB), et lorsqu’il n’y a 

qu’un rectangle vert, l’allèle est muté à l’état homozygote (BB).  

 Le logiciel BASIS génère également un « Genotype report » qui retranscrit les 

polymorphismes détectés (AA, AB, ou BB).  

 

c. Amplification et séquençage du gène RHD 

 

L’amplification des 10 exons du gène RHD est réalisée sur 100 ng d’ADNg dans un 

volume final de 50 μL, contenant 5 μL de tampon de PCR, 2 mM de MgCl2, 80 ng 

d’Albumine Sérique Bovine (BSA), 0,2 mM de chaque dNTP, 0,05 unités de Taq polymérase 

(Invitrogen) et 200 mM de chaque amorce (les séquences des amorces sont listées en                

annexe 3). Il s’agit d’une PCR « Touch-down » réalisée dans un thermocycleur GeneAmp® 

PCR system 9700 (Applied Biosystem). Le programme de PCR est constitué de 42 cycles 

répartis comme suit : pendant les douze premiers cycles la température d’hybridation (T°C) 

décroit de 66°C à 61°C tous les deux cycles, [94°C - 30 sec ; T°C - 30 sec ; 72°C - 1 min], les 

trente derniers cycles sont ensuite réalisés à une température d’hybridation de 60°C [94°C - 

30 sec ; 60°C - 30 sec ; 72°C - 1 min]. 

Après l'amplification, les produits de PCR sont contrôlés par migration sur gel 

d’agarose à 2 % en présence d’un intercalant de l’ADN (ClearSight DNA Stain, Euromedex).  

Les produits de PCR sont ensuite séquencés suivant la technique de Sanger, à l’aide 

des amorces citées en annexe 4, via le prestataire Eurofins Genomics (GATC Services, 

Ebersberg, Allemagne). 

Les séquences d’ADN obtenues sont assemblées et analysées à l’aide du logiciel 

SeqMan Pro® (DNASTAR). 
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d. Fréquence allélique 

 

A partir des résultats de génotypage, des fréquences alléliques ont été calculées à partir 

de la formule : soit x l’allèle, p(x) sa fréquence allélique, nx le nombre d’allèles x identifiés, 

et N le nombre d’individus total.  

 

 

Les techniques utilisées (BioArray ou séquençage) ne déterminent pas la zygotie du 

gène RHD. La zygotie peut être déterminée uniquement dans l’une des conditions suivantes :  

- Présence de 2 allèles variants : hétérozygotie identifiée  

- Présence d’un allèle sauvage en trans d’un allèle variant : hétérozygotie identifiée  

- Détection d’un haplotype à l’aide des résultats du gène RHCE  

 Exemple : cas de l’haplotype (C)ces qui correspond à l’association d’un gène 

RHD*DIIIa-CE(4-7)-D et d’un gène RHCE*ces1006. Si un gène RHD 

hybride : DIIIa-CE(4-7)-D est identifié, la zygotie est alors non déterminée : 

soit l’allèle hybride est à l’état homozygote, soit à l’état hétérozygote avec un 

gène RHD délété en trans. Au niveau du gène RHCE, le fait que l’allèle 

ces1006 soit à l’état hétérozygote confirme l’hétérozygotie au niveau du gène 

RHD : hybride / RHD délété.  

Lorsqu’un allèle apparaît sans autre variant en trans, il est impossible de déterminer, 

avec les outils utilisés, s’il est présent à l’état homozygote ou hétérozygote face à un gène 

RHD délété. Ainsi dans les calculs de fréquences alléliques, pour certains allèles il apparaît              

2 valeurs, une minimale correspondant au calcul de l’allèle à l’état hétérozygote avec un allèle 

RHD délété en trans, et une valeur maximale correspondant au calcul de l’allèle à l’état 

homozygote.  
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2. Analyse rétrospective des phénotypes RHD / RHCE des drépanocytaires en 

PACA – Corse  

 

Le génotypage systématique des gènes RHD et RHCE chez les patients 

drépanocytaires est réalisé en France depuis fin 2014 (5). La connaissance de l'expression 

normale ou altérée, voire de l’absence d'expression des antigènes sur l'érythrocyte permet 

d’adapter la consigne transfusionnelle des patients, afin de respecter au mieux la compatibilité 

antigénique des CGR transfusés et ainsi diminuer les risques d’allo-immunisation.  

Une analyse rétrospective des phénotypes RHD / RHCE dans notre région a été 

réalisée dans le but d’évaluer l’importance de ce génotypage systématique. 

Nous avons réalisé une extraction à l’aide du logiciel LogiBM et du fichier Excel 

précédent ce logiciel, qui s’étend sur 9 années (début 2011 à fin 2019), et nous avons identifié 

351 patients drépanocytaires issus de la région PACA-Corse ayant eu un génotypage 

érythrocytaire. Cette analyse a été réalisée à l’aide des kits BioArray RHD Beadchip et 

BioArray RHCE Beadchip (Immucor®), et complétée par le séquençage des 10 exons des 

gènes RHD et/ou RHCE en cas de résultat indéterminé aux kits BioArray, ou si le patient 

présente une ambigüité sérologique sans variant identifié. Les allèles RHCE*CeRN et 

RHCE*ceAG (ce254) ont été recherchés par PCR temps réel et PCR allèle spécifique. 

Nous avons également recherché pour chacun de ces patients une éventuelle allo-

immunisation, traduite par une RAI positive avec identification de l’allo-anticorps.  
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IV. Résultats  

 

1. Séquençage du gène RHD des génotypes « RHD sauvages » rendus par BioArray 

 

La cohorte se compose de 42 patients drépanocytaires issus de différentes régions 

françaises. L’analyse réalisée par le kit RHD Beadchip n’a identifié aucun polymorphisme, le 

logiciel interprète les résultats comme des « probables allèles RHD sauvages » pour tous ces 

patients (zygotie non déterminée), aboutissant à des phénotypes déduits D positifs. Les                   

10 exons du gène RHD ont été séquencés chez ces 42 patients.  

Le séquençage a permis d’identifier des variants du gène RHD déjà décrits mais non 

recherchés par la technique BioArray, nous avons ainsi identifié 11 allèles DAU0, 1 DAU0.1, 

une délétion de l’exon 10, et différents polymorphismes dans les régions non codantes du 

gène RHD : intron 1, intron 3, intron 4, intron 8, région 3’ UTR. Nous avons également 

identifié cinq nouveaux allèles variants du RHD : trois polymorphismes dans les exons et 

deux polymorphismes dans les introns proches des exons. Les 3 nouveaux polymorphismes 

mis en évidence dans les exons aboutissent chacun à une mutation silencieuse : l’acide aminé 

n’est pas modifié.  

Différentes mutations introniques ont été identifiées et nous avons considéré comme 

allèles D sauvages les allèles porteurs de mutations introniques situées loin des exons (IVS1-

29 g>c ; IVS3+117 c>t ; IVS3 +124 a>g ; IVS4+33 t>c ; IVS8-31 c>t ; 3’UTR+93 A>G). 

Ceci concerne 23 patients. 

Vingt-six individus soit 62% de la cohorte ne présentent pas de variant du gène RHD 

après séquençage (absence de polymorphismes dans les 10 exons, et absence de mutation 

intronique proche des exons). Douze individus soit 29% présentent 1 allèle variant à l’état 

hétérozygote avec un gène RHD sauvage en trans, dont 3 aboutissent à des mutations 

silencieuses. Quatre individus soit 9% présentent un allèle variant face à un gène RHD délété 

ou l’allèle variant à l’état homozygote. Les différents allèles RHD identifiés sont présentés 

dans le tableau 2.  
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Tableau 2 : Allèles RHD identifiés par séquençage  

Allèles 
Nomenclature 
internationale 

Antigène Exon 
Polymor-
phisme 

Changement 
d’acide 
aminé 

Allèle en trans 
Nombre 
de 
patients 

D sauvage RHD*01 D+ / / / 
D sauvage ou  
RHD délété 

26 

DAU0 RHD*10.00 D+ 8 1136 C>T T379M 

/ 

D sauvage 

RHD (IVS3+4a>t)* 

3 

7 

1 

DAU0.01 RHD*10.00.01 D+ 
4 

8 

579 G>A 

1136 C>T 

E193E 

T379M 
D sauvage 1 

RHD ex10del / D partiel 10 / / / 1 

RHD (255 G>A) Nouvel allèle D+ 2 255 G>A A85A D sauvage 1 

RHD (384 T>C) Nouvel allèle D+ 3 384 T>C D128D D sauvage 1 

RHD (541C>T)* 

RHD (IVS5+12 g>a)* 
Nouvel allèle D+ 4 541 C>T L181L D sauvage  1 

Acides aminés : A = Alanine ; D = Acide aspartique ; E = Acide glutamique ; L = Leucine ; M = Méthionine ;  
T = Thréonine 

*colinéarité non démontrée 

 

2. Analyse rétrospective des génotypes RHD / RHCE des patients drépanocytaires 

issus de la région PACA – Corse  

 

Entre janvier 2011 et décembre 2019, nous avons réalisés 351 génotypages 

RHD/RHCE de patients drépanocytaires issus de la région PACA – Corse. Les phénotypes Rh 

de ces 351 individus sont représentés dans le tableau 3.  

Tableau 3 : Phénotype Rh des 351 individus drépanocytaires 

Phénotype Nomenclature ISBT Nombre d’individus 

D+C-E-c+e+ RH : 1, -2, -3, 4, 5 152 (43,3%) 

D+C+E-c+e+ RH : 1, 2, -3, 4, 5 100 (28,5%) 

D+C-E+c+e+ * RH : 1, -2, 3, 4, 5 37 (10,5%) 

D+C+E-c-e+ RH : 1, 2, -3, -4, 5 23 (6,6%) 

D+C+E+c+e+ RH : 1, 2, 3, 4, 5 17 (4,8%) 

D-C-E-c+e+ RH : -1, -2, -3, 4, 5 16 (4,6%) 

D-C+E-c+e+ RH : -1, 2, -3, 4, 5 4 (1,1%) 

D+C-E+c+e- RH : 1, -2, 3, 4, -5 2 (0,6%) 

 

* Parmi les phénotypes D+C-E+c+e+, 2 affaiblissements du e étaient présents. 
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a. Génotype RHD 

 

Les analyses ont été réalisées par le kit RHD Beadchip™. Les résultats montrent la 

présence d’allèles D sauvages, RHD délétés ainsi que d’autres allèles nuls principalement 

retrouvés dans les populations africaines : le Pseudogène RHD (ou RHDpsi) et l’hybride 

DIIIa-CE(4-7)-D, qui aboutissent à des phénotypes D négatifs. Des allèles à l’origine 

d’antigènes D partiels ont également été identifiés. 

Dans notre cohorte de 351 patients :  

- 13 individus présentent une délétion du gène RHD.  

- 338 individus possèdent un gène RHD :  

 265 individus (soit 75% de la cohorte) ne présentent pas de variant du gène 

RHD (D sauvage = Dwt). 

 3 patients (1%) possèdent un allèle nul (pseudogène ou gène hybride) à l’état 

homozygote ou face à un gène délété.  

 Ce chiffre est sous-estimé par le fait que ces allèles nuls apparaissent D 

négatifs en technique sérologique, le génotypage RHD n’est pas forcément 

réalisé chez ces patients car aucune ambiguïté n’est présente.  

 53 individus soit 16% présentent un allèle variant à l’état hétérozygote avec un 

gène RHD sauvage en trans.  

 Résultat n’impactant pas la consigne transfusionnelle 

 17 individus soit 5% présentent un allèle variant soit face à un allèle nul (RHD 

délété, pseudogène, gène hybride) soit 2 allèles variants (hétérozygotie 

composite) soit l’allèle variant à l’état homozygote. Ces 17 drépanocytaires 

sont à considérer D négatif, et possèdent une consigne transfusionnelle en 

antigène D négatif.  

 Résultat impactant la consigne transfusionnelle 

 

Au total, 70 individus présentent au moins un allèle RHD variant, soit 20% de la 

cohorte (Figure 12). Les différents allèles RHD identifiés et leurs fréquences alléliques 

calculées sont présentés dans le tableau 4.  
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Tableau 4 : Allèles RHD identifiés en technique BioArray et/ou séquençage et fréquences alléliques associées 

Allèles 
Nomenclature 
internationale 

Antigène 
Fréquence 
allélique  

Dwt* RHD*01 D+ 45,3% – 83,1%  

Délétion du gène RHD RHD*01N.01 D- 1,8% – 3,7% 

Pseudogène (RHDψ) RHD*08N.01 D- 2,4% – 2,7% 

DIIIa RHD*03.01 D partiel 1,6% – 1,7% 

DIIIa-CE(4-7)-D RHD*03N.01 D- 1,3% – 1,4% 

D faible type 4.0 ou 4.3 
RHD*09.03 ou 
RHD*09.05 

D partiel/faible 
(en fonction de la 

littérature) 
1,4% 

DAU3 (ou DAU7 ou DAU11) 
RHD*10.03 (ou 
10.07 ou 10.11) 

D partiel 1,3% – 1,4% 

DAU5 (ou DV type 1) 
RHD*10.05(ou 
RHD*05.01) 

D partiel 0,7% 

DIVa RHD*04.01 D partiel 0,7% – 1,0% 

DAR RHD*09.01 D partiel 0,6% – 0,7% 

D faible type 3 RHD*01W.3 D faible 0,1% – 0,3% 

D faible type 5 RHD*01W.5 D faible 0,1% 

DIV type 4 RHD*04.04 D partiel 0,1% – 0,3% 

DAU0 RHD*10.00 D partiel 0,1% 

DFR (type 1 ou 3) 
RHD*17.01 ou 
RHD*17.03 

D partiel 0,1% 

DIII type 6  RHD*03.06 D partiel 0,1% 

DAR1.2 (D type 4.2.2) RHD*09.01.02 D partiel 0,1% 

RHD-CE(7)-D Nouvel allèle / 0,1% – 0,3% 

RHCE-D(9)-RHCE Nouvel allèle / 0,1% – 0,3% 

RHD*(744C>T, 1279G>C) Nouvel allèle / 0,1% – 0,3% 

Lorsque 2 valeurs de fréquence sont présentes, la zygotie n'a pas pu être déterminée : la valeur minimale 
correspond à la valeur considérant l'allèle à l'état hétérozygote avec en trans un gène RHD délété, la valeur 
maximale considère l'allèle à l'état homozygote. 

*Dwt : D wild-type = D sauvage 
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Les différents génotypes RHD obtenus sont représentés dans le tableau 5, associés ou 

non à un impact transfusionnel, c’est-à-dire à un changement de consigne en antigène D 

négatif.  

 

Tableau 5 : Répartition des différents génotypes RHD dans la population drépanocytaire 

Génotype 
Nombre d’individus  
(N = 351) 

Impact 
transfusionnel ? 

Dwt* 278 / 

d/d   (délétion des 2 gènes RHD) 13 / 

D psi / Dwt 13 / 

DIIIa-CE(4-7)-D / Dwt 8 / 

DAU3 (ou DAU7 ou DAU11) / Dwt 7 / 

DIIIa / Dwt 6 / 

D faible type 4.0 ou 4.3 / Dwt 6 / 

DIVa / Dwt 4 / 

DAU5 (ou DV type 1) / Dwt 3 / 

DIIIa* 2 oui 

DAR / Dwt 2 / 

D psi* 2 / 

DIVa* 2 oui 

RHD-CE(7)-D / DAR1.2 (D type 4.2.2) 1 oui 

RHD*(744C>T, 1279G>C)* 1 oui 

RHCE-D(9)-CE* 1 oui 

DIV type 4* 1 oui 

DIIIa-CE(4-7)-D 1 / 

DIIIa / DAU3 (ou DAU7 ou DAU11) 1 oui 

DIIIa / D faible type 4.0 ou 4.3 1 oui 

DIII type 6 / Dwt 1 / 

DFR (type 1 ou 3) / Dwt 1 / 

DAU3* 1 oui 

DAU0 / Dwt 1 / 

DAR* 1 oui 

D psi / DIIIa  1 oui 

D psi / DAU5 (ou DV type 1) 1 oui 

D faible type 4.0 ou 4.3* 1 oui 

D faible type 4.0 ou 4.3 /  
DAU5 (ou DV type 1) 

1 oui 

D faible type 4.0 ou 4.3 / D faible type 5 1 oui 

D faible type 3 / Dwt 1 / 
*zygotie non déterminée 
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Figure 12 : Répartition des génotypes RHD des drépanocytaires  

 

 

 

b. Génotype RHCE 

 

L’étude du gène RHCE a permis de retrouver les 4 allèles « classiques » : RHCE*01 

(RHCE*ce), RHCE*02 (RHCE*Ce), RHCE*03 (RHCE*cE), RHCE*04 (RHCE*CE), ainsi 

que de nombreux allèles variants. Les principaux variants concernent l’allèle RHCE*ce. Les 

différents allèles RHCE identifiés et leurs fréquences alléliques calculées sont présentés dans 

le tableau 3 et la figure 13. 

De par son caractère non c partiel et non e partiel, l’allèle RHCE*48C (RHCE*01.01) 

est considéré comme un allèle classique RHCE*ce (RHCE*01) (62,63). Cet allèle est souvent 

retrouvé dans l’haplotype R0 (Dce), principalement représenté par la population Africaine. 

 

 

 

 

 

RHD délété (D-)
13 (4%)

RHD sauvage (D+)
265 (75%)

RHD variant à l'état 
hétérozygote / RHD wt  

53 (15%)

RHD variant à 
considérer D-

(zygotie non  
déterminée)
17 (5%)

RHD nul 
(pseudogène, gène 

hybride) 
3 (1%)

70 allèles RHD variants (20%) 
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Tableau 6 : Allèles RHCE identifiés en technique BioArray et/ou séquençage et fréquences alléliques 
associées 

Allèles Nomenclature internationale 
Antigène(s) 
partiel(s) 

Fréquence 
allélique  

ce ou ce48C RHCE*01 ou RHCE*01.01 / 43,87% 

Ce RHCE*02 / 20,23% 

cE RHCE*03 / 7,83% 

CE RHCE*04 / 0,14% 

ceS (ces733) RHCE*01.20.01 / 18,04% 

ceS1006 
RHCE*01.20.03 
avec DIIIa-CE(4-7)-D en cis 

c, e 
C, e 

0,99% 
1,70% 

RN RHCE*02.10.01 C, e 1,56% 

ceMO RHCE*01.07.01 c, e 1,42% 

ceAG (ce254) RHCE*01.06.01 e 1,14% 

ceTI RHCE*01.02.01 c, e 1,14% 

ceTI type 2-like RHCE*01.20.04.02 c, e 0,71% 

ceAR RHCE*01.04.01 c, e 0,57% 

ceEK RHCE*01.05.01 c, e 0,43% 

CeCW RHCE*02.08.01 C, e 0,14% 

ceBI ou ceSM RHCE*01.08 ou RHCE*01.09 e 0,14% 

 

 

 

Figure 13 : Répartition des différents allèles RHCE 

Les différents génotypes RHCE obtenus sont représentés dans le tableau 7.  

Allèles RHCE 
sauvages

632 (90%)

Allèles associés à 
un RH5 (e) partiel

9 (1%)

Allèles associés à 
un RH2 (C) + RH5 

(e) partiels
24 (4%)

Allèles associés à 
un RH4 (c) + RH5 

(e) partiels
37 (5%)
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De par son caractère non c partiel et non e partiel, l’allèle ceS(ces733) RHCE*01.20.01 

est considéré comme un allèle classique RHCE*ce (RHCE*01), c’est pourquoi il n’apparaît 

pas dans le tableau suivant. Cet allèle a la particularité d’exprimer deux antigènes de faible 

fréquence RH10 (V) et RH20 (VS) (64). 

 

Tableau 7 : Répartition des différents génotypes RHCE dans la population drépanocytaire 

Génotype Nombre d’individus Antigène partiel 

(C)ces type1 / ce 10 C 

ceS1006 / ce 4 / 

RN / ce 9 C 

ceAG (ce254) / ce 8 / 

ceMO / ce 7 / 

ceTI / ce 5 / 

ceAR / ce 3 / 

ceTI type 2-like / Ce 3 c 

ceMO / cE 2 e 

ceEK / ce 2 / 

ceTI type 2-like / ce 2 / 

ceS1006 / Ce 1 c 

(C)ces type 1 / Ce 1 / 

ceS1006 / cE 1 e 

(C)ces type 1 / cE 1 C, e 

ceS1006 / ceMO 1 / 

ceEK / ceTI 1 / 

RN / RN  1 C, e 

ceAR / CeCW 1 C, c 

ceTI / cE 1 e 

ceTI / Ce 1 c 

ceBI (ou ceSM) / ce 1 / 
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Au total, 66 individus présentent au moins un allèle RHCE variant, soit 19% de la 

cohorte :  

- 35 drépanocytaires (10%) possèdent un variant compensé par l’allèle RHCE en trans,  

- tandis que 31 patients (9%) ont un ou plusieurs variants non compensés par l’allèle en 

trans (Figure 14).  

 

 

Figure 14 : Phénotypes RHCE déduits du génotype 

 

Parmi les 31 patients ayant un ou plusieurs variants non compensés par l’allèle en 

trans :  

- 29 patients ont vu leur consigne transfusionnelle modifiée afin de considérer 

l’antigène variant comme négatif, soit un changement de consigne transfusionnelle 

pour 8,3% de la population drépanocytaire étudiée.  

- Les 2 patients restants possèdent des polymorphismes soit à l’état homozygote (RN / 

RN : C et e partiels), soit sur les deux antigènes antithétiques (C et c partiels). Les 

épitopes manquants ne sont pas compensés, l’interprétation impose une surveillance 

régulière de la RAI et une transfusion avec des CGR hétérozygotes pour les antigènes 

partiels en question.  

 

Absence d'antigène 
partiel

285 (81%)

RHCE partiel 
compensé par 

l'allèle en trans
35 (10%)

RH2 (C) partiel
19 (5%)

RH4 (c) partiel 
5 (2%)

RH5 (e) partiel 
4 (1,1%)

RH2 (C) + RH4 (c) 
partiels  

1 (0,3%)
RH2 (C) + RH5 (e) 

partiels 
2 (0,6%)
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Au total, parmi la population de 351 drépanocytaires : (Figure 15) 

- 335 sont testés RH1 (D) positif, 17 possèdent un antigène D partiel déduit du 

génotype, soit 5%. 

- 144 sont testés RH2 (C) positif sans ambiguïté réactionnelle en technique sérologique,  

22 individus possèdent un antigène C partiel, soit 15,3%. 

- 328 individus sont testés RH4 (c) positif sans ambiguïté réactionnelle en technique 

sérologique, 6 individus possèdent un antigène c partiel, soit 1,8%. 

- 349 individus sont testés RH5 (e) positif en technique sérologique, 6 individus 

possèdent un allèle e partiel (soit 1,7%), et seulement 2 présentaient un affaiblissement 

réactionnel (2 ceMO (RHCE*ce.07.01) / cE) 

 

 

Figure 15 : Proportions d'antigènes RH partiels et conventionnels 

 

 

c. Allo-immunisation  

 

Dans la cohorte de 351 drépanocytaires, 69 individus (soit 19,7%) ont développé un 

ou plusieurs allo-anticorps. Les différents allo-anticorps identifiés et leur fréquence calculée 

sont présentés dans le tableau 8.  
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Tableau 8 : Allo-anticorps identifiés et leur fréquence associée 

Noms de l’anticorps Nombre  
Fréquence 
(N = 351)  

Auto-Ac 17 4,8% 

RH3 (E) 14 4,0% 

MNS1 (M) 13 3,7% 

MNS3 (S) 11 3,1% 

RH8 (Cw) 9 2,6% 

LE1 (Lea) 9 2,6% 

JK1 (Jka) 7 2,0% 

RH2 (C) 6 1,7% 

FY1 (Fya) 6 1,7% 

KEL3 (Kpa) 6 1,7% 

JK2 (Jkb) 5 1,4% 

KEL1 (K) 4 1,1% 

RH1 (D) 4 1,1% 

RH4 (c) 2 0,6% 

FY3 2 0,6% 

LE2 (Leb) 2 0,6% 

MNS2 (N) 2 0,6% 

LU1 (Lua) 2 0,6% 

YT2 (Ytb) 2 0,6% 

RH5 (e)  1 0,3% 

RH10 (V) 1 0,3% 

RH20 (VS) 1 0,3% 

RH46 1 0,3% 

FY2 (Fyb) 1 0,3% 

MNS5 (U) 1 0,3% 

CO2 (Cob) 1 0,3% 

KEL7 (Jsb) 1 0,3% 

KN 1 0,3% 

CHRG 1 0,3% 
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Parmi les 115 anticorps identifiés, 39 anticorps (soit 34%) sont dirigés contre des 

antigènes du système RH, développés par 30 patients (Figure 16).  

 

 

Figure 16 : Anticorps anti-RH 
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L’association des anticorps anti-RH avec les génotypes RHD et RHCE est représentée 

dans le tableau 9. 

 

Tableau 9 : Anticorps anti-RH associés aux génotypes RHD et RHCE 

Génotype RHD Génotype RHCE 
Allo-anticorps 
anti-RH 

Nombre 

d délété ceAG (ce254) / ce RH1 1 

d négatif non exploré (C)ces de type 1 / ce RH1 1 

D faible type 4.0 ou 4.3 / D faible type 5 ceS(733) / ce RH1 1 

d délété ce / ce RH1, RH2 1 

Dwt* ceMO / ce RH10, RH20 1 

Dwt* ceS(733) / ce RH2 1 

Dwt* ce / cE RH2 1 

DAU0 / Dwt ceMO / ceS(733) RH2, RH3 1 

Dwt* ceS(733) / ce RH2, RH3 1 

DAU3 / Dwt ce / ce RH2, RH3 1 

Dwt* ceEK / ce RH3 1 

Dwt* Ce / ce RH3 2 

Dwt* ceS(733) / ce RH3 1 

Dwt* Ce / Ce RH3 2 

Pseudogène (psi) / Dwt ce / Ce RH3 1 

D faible type 4.0 ou 4.3 / Dwt ceS(733) / ce RH3 1 

Dwt* Ce / Ce RH3, RH4 1 

Dwt* ceS(733) / Ce RH3, RH8 1 

Dwt* Ce / ce RH3, RH8 1 

Dwt* Ce / Ce RH4 1 

Dwt* RN / RN RH5, RH46 1 

D faible type 4.0 ou 4.3 / Dwt ceTI type 2-like / Ce RH8 1 

Dwt* ceS(733) / Ce RH8 1 

Dwt* Ce / ce RH8 4 

Dwt* ceS(733) / ce RH8 1 

* : la zygotie n'a pas pu être déterminée : l'allèle est soit à l'état hétérozygote avec en trans un gène RHD délété 
ou un allèle nul, soit à l'état homozygote. 
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Nous avons étudié l’historique transfusionnel des 30 patients drépanocytaires ayant 

développé des anticorps anti-RH, afin de déterminer les causes éventuelles de leur(s) allo-

immunisation(s). Certains patients n’ont jamais été transfusés à l’EFS PACA, d’autres ont été 

transfusés, toujours avec des CGR respectant leur phénoype RHK. Les allo-immunisations 

rencontrées peuvent être expliquées par des transfusions de CGR antérieures à leur arrivée 

dans la région, souvent réalisées dans d’autres pays (Algérie, Portugal, …) où les protocoles 

d’appariement des antigènes RH ne sont pas effectués, ou suite à des grossesses suivies hors 

de la région PACA.  

 

Au total, parmi les 69 individus immunisés toutes spécificités d’anticorps confondues, 

10 possèdent un allèle RHD variant, 9 possèdent un allèle RHCE variant, et 3 individus 

possèdent à la fois un allèle RHD variant et un allèle RHCE variant. Ceci est représenté dans 

le tableau 10.  

 

Tableau 10 : Association des allèles RHD et RHCE variants et de leurs allo-anticorps  

Génotype RHD Génotype RHCE Allo-anticorps 

D faible type 4.0 (ou 4.3) / Dwt ceTI type 2-like / Ce JK2 ; RH8 

RHD-DIIIa-CE(4-7)-D / Dwt (C)ceS type / ce MNS2 

DAU0 / Dwt ceMO / ceS (ce733) FY1 ; JK1 ; LU1  

D faible type 4.0 (ou 4.3) / DAU5 (ou DV type 1) ce / ce LE1 

DAU3 / Dwt ce / ce MNS3 ; RH2 ; RH3 

RHD psi / Dwt Ce / ce KN ; RH3 

RHD psi / Dwt ceS (ce733) / ce MNS1 

DIIIa / Dwt ceS (ce733) / ce JK2 ; MNS3 

D type 4.0 (ou 4.3) / D faible type 5  ceS (ce733) / ce KEL7 ; RH1** 

D faible type 4.0 (ou 4.3) / Dwt ceS (ce733) / ce RH3 

Dwt * RN / RN (RH : -46) RH46 ; RH5 

Dwt * ceS (ce733) / ceMO LE1 

d délété ceAG (ce254) / ce RH1** 

Dwt * ceMO / ce CO2 ; KEL3 

Dwt * ceEK / ce RH3 

d négatif non exploré (C)ces type 1 / ce MNS1 ; RH1** 

* : la zygotie n'a pas pu être déterminée : l'allèle est soit à l'état hétérozygote avec en trans un gène RHD délété 
ou un allèle nul, soit à l'état homozygote. 

** non transfusé à l’EFS PACA 
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d. Transfusion 

 

D’après les données des EFS de la région PACA-Corse, 120 patients sur les 351 de la 

cohorte n’ont jamais été transfusés entre 2011 et 2020.  

231 patients drépanocytaires ont été transfusés en CGR : 17 ont été transfusés 

uniquement par des CGR de phénotype R0 (phénotype africain Dccee), 103 ont été transfusés 

uniquement par des CGR D positif ou D négatif (phénotype européen), et 111 ont été 

transfusés à la fois par des CGR de phénotype R0 et des CGR de phénotype européen.  

 Parmi les 231 drépanocytaires transfusés, 52 patients ont développé des allo-

anticorps :  

- 1 seul patient a été transfusé uniquement avec des CGR issus de donneurs ayant un 

phénotype R0 ; il a développé un anti-LE1. 

- 23 patients ont été transfusés uniquement avec des CGR issus de donneurs de 

phénotype européen, ils ont développé les allo-anticorps décrits dans le tableau 11. 

- 28 patients ont reçu à la fois des CGR de phénotype R0 et de phénotype européen. 

 

Tableau 11 : Allo-anticorps identifiés et nombre de CGR de phénotype européen transfusés entre 2011 et 2020 

Allo-anticorps Nombre de CGR européens transfusés  
RH4 1138 

LE2, MNS3 1028 
KEL3, LE1 898 

KEL3 890 
RH3 352 
RH1 324 
RH3 212 

RH3, RH4 212 
RH8 78 
LE1 40 
RH3 28 
JK2 26 
JK1 20 

RH46, RH5 18 
FY2, RH8 16 

MNS1 14 
RH1, RH2 12 
KN, RH3 12 

LE1 12 
RH8 8 

JK1, KEL1, MNS3 8 
MNS1 6 

JK2, MNS3 6 
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Dans la population drépanocytaire transfusée étudiée, 103 ont un phénotype 

« berbère » (R0r), c’est-à-dire un phénotype Dccee, dont 17 ont développé des allo-anticorps. 

Parmi ces 17 patients :  

- 14 ont été transfusés à la fois avec des CGR issus de donneurs ayant un phénotype R0, 

correspondant plutôt à un phénotype africain, et à la fois avec des CGR issus de 

donneurs D négatif, correspondant plutôt à un phénotype européen.  

- 1 patient a été transfusé uniquement avec des CGR issus de donneurs ayant un 

phénotype R0, il a tout de même développé un anticorps anti-LE1. 

- 2 patients ont été transfusés uniquement avec des CGR issus de donneurs D négatif 

(phénotype européen), ils ont alors développé un anti-LE1 pour l’un, et un anti-MNS1 

pour l’autre.  
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V. Discussion 

 

1. Séquençage du gène RHD des génotypes « RHD sauvages » rendus par BioArray 

 

Nous avons réalisé un séquençage du gène RHD chez 42 patients pour lesquels le kit 

RHD BeadChip n’avait identifié aucun polymorphisme, aboutissant à des phénotypes D 

positifs. 26 de ces patients ont été identifiés avec un gène RHD sauvage, tandis que 16 

présentaient des polymorphismes du gène RHD.  

Nous avons identifiés 11 patients porteurs d’un DAU-0 (RHD*10.00), ce 

polymorphisme est connu et exprime un phénotype D normal avec une densité antigénique    

> 15 000 (65). À ce jour, aucune immunisation anti-D n’a été rapportée chez les personnes 

porteuses de ce polymorphisme. L’allèle DAU-0 est répandu dans les populations                     

d’origine Africaine, son nom dérive d’ailleurs de « D d’origine Africaine » en allemand                        

« D afrikanischen Ursprungs » (66).  

Nous avons mis en évidence un allèle DAU-0.1 (RHD*10.00.01) chez un seul patient. 

Ce polymorphisme contient la même mutation que le polymorphisme DAU-0 (1136 C>T) 

avec une deuxième mutation dans l’exon 4 (579 G>A) qui correspond à une mutation 

silencieuse. En effet l’acide aminé concerné est l’acide glutamique et il n’est pas modifié. 

L’allèle DAU-0.1 est à considérer comme l’allèle DAU-0, exprimant un phénotype D normal 

et n’apportant pas d’immunisation anti-D (67). 

Nous n’avons pas réussi à amplifier l’exon 10 du gène RHD chez un des patients 

drépanocytaires, nous avons conclu à une délétion de l’exon 10 à l’état homozygote ou avec 

une délétion du gène RHD en trans. Aucun polymorphisme n’a été révélé dans les 9 autres 

exons du gène RHD. Cette délétion n’a pas pu être détectée lors du séquençage par la 

technique BioArray RHD Beadchip car elle n’étudie pas les exons 8 et 10 du gène RHD. Dans 

la population caucasienne, la délétion de l’exon 10 a été décrite chez environ 3% des 

personnes présentant une ambigüité sérologique au niveau de l’antigène D. Fichou et al. (68) 

suggèrent que la suppression de l’exon 10 conduirait au remplacement des huit derniers acides 

aminés de la protéine RhD de type sauvage par quatre autres acides aminés. En d’autres 

termes, la protéine mutante différerait de la protéine de type sauvage à l’extrémité                        

C-terminale. Etant donné que les 27 derniers acides aminés de la protéine sont situés au 

niveau intracellulaire, et que plusieurs mutations faux-sens situées dans ce segment 

intracellulaire C-terminal sont associées à un D faible (54), il semblerait que la délétion de 
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l’exon 10 représente un allèle D faible plutôt qu’un D partiel. De plus, aucun des patients 

porteurs de cette délétion n’était connu pour avoir développé un allo-anticorps anti-D. 

Cependant, il est préférable de rester prudent et de surveiller une éventuelle allo-immunisation 

anti-D chez ce patient, avec des RAI régulières. En effet, il existe un consensus qui permet de 

considérer les D faibles types 1, 2 et 3 comme des antigènes D positifs (69), mais il n’existe 

pas de consensus semblable pour une délétion de l’exon 10 dans le gène RHD.  

Dans notre cas, la réaction au niveau de l’antigène D en technique sérologique ne 

montrait pas d’ambigüité, elle était positive à 4+. On peut se poser la question de la sensibilité 

des différents réactifs utilisés en technique sérologique sur les automates de détermination de 

groupes sanguins (70). En effet, quels épitopes les clones d’anticorps monoclonaux utilisés 

comme réactifs reconnaissent-ils sur l’antigène D, et au niveau de quels exons du gène RHD 

sont codés ces épitopes ? 

 

Nous avons découvert 3 nouveaux allèles à l’état hétérozygote chez trois patients 

différents :  

- Une substitution d’un nucléotide G par un A en position 255 dans l’exon 2, qui 

conduit à une mutation silencieuse, l’acide aminé concerné est une Alanine 

- Une substitution d’un nucléotide T par un C en position 384 dans l’exon 3, qui conduit 

également à une mutation silencieuse, l’acide aminé est l’Acide Aspartique 

- Et une substitution d’un nucléotide C par un T en position 541 dans l’exon 4, 

conduisant aussi à une mutation silencieuse, l’acide aminé concerné est la Leucine. 

Cet individu possède aussi une substitution intronique : IVS5 +12g>a, la colinéarité 

allélique n’est pas déterminée.  

Ces trois mutations silencieuses n’impactent pas la protéine RhD, on peut donc les 

considérer comme des allèles D positifs, ce qui rend l’immunisation anti-D chez ces patients 

peu probable (67). De plus, ces 3 polymorphismes sont nouveaux mais sont à l’état 

hétérozygote face à un allèle D sauvage, ils n’ont donc pas d’intérêt transfusionnel.  

 

 

  



49 

Nous avons mis en évidence plusieurs polymorphismes dans les régions non codantes 

du gène RHD : introns 1, 3, 4, 5, 8 et région 3’ UTR. La variation intronique la plus 

fréquemment retrouvée est la substitution G>C en position -29 dans l’intron 1, présente chez 

20 patients. Une substitution C>T en position -31 dans l’intron 8 a été trouvée chez 18 

drépanocytaires. Ces deux polymorphismes sont fréquents et n’ont pas d’impact sur la 

protéine RhD (71). 

Une association de deux substitutions dans l’intron 3 a été mise en évidence chez                

13 personnes : C>T en position +117 et A>G en position +124. A ce jour, toutes les mutations 

introniques responsables de phénotypes D variants sont situées près des sites d’épissage dans 

le gène RHD, entre les positions 1 et 38 des jonctions exon – intron (72,73). Von Zabern et al. 

(73) rapportent une délétion de 4 paires de bases aux positions -38 à -41 avant le premier 

nucléotide de l’exon 6 (IVS5-38delCTCT) qui n’a aucune influence sur l’expression de 

l’antigène D. Dans notre étude, les substitutions en position +117 et +124 semblent trop 

éloignées de la jonction intron – exon pour être responsables d’une modification d’expression 

de l’antigène D.  

Enfin, les autres mutations retrouvées dans les régions non codantes sont restreintes à 

un seul échantillon chacune. 

 

Le principal risque lors de la transfusion de CGR D positifs chez des patients ayant un 

D faible ou partiel est l’allo-immunisation anti-D. La technique BioArray Beadchip pour le 

génotypage systématique des nouveaux patients drépanocytaires est efficace pour détecter les 

polymorphismes les plus connus, mais elle présente l’inconvénient de ne rechercher qu’un 

panel défini de variants, ce qui laisse penser que d’éventuels allèles rares et nouveaux ayant 

un intérêt transfusionnel ne soient pas détectés. D’après les résultats obtenus dans notre étude, 

nous pouvons supposer que le kit RHD BioArray est suffisant pour détecter les allèles 

d’intérêt transfusionnel dans la population drépanocytaire. En effet, nous n’avons mis en 

évidence aucun nouveau polymorphisme susceptible de produire un antigène D partiel, et 

ainsi une faible probabilité pour nos patients de développer un allo-anticorps anti-D.  
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2. Analyse rétrospective des génotypes RHD / RHCE des patients drépanocytaires 

issus de la région PACA – Corse  

 

La population étudiée dans cette étude est constituée de 351 patients drépanocytaires 

suivis dans la région PACA – Corse. Le phénotype RH le plus fréquemment retrouvé est le 

phénotype D+C-E-c+e+ (43,3% de notre population), il correspond au phénotype « berbère » 

qui est le phénotype ancestral descendant de l’Africain.  

Sur 335 patients ayant un phénotype D positif, nous avons identifié 17 patients (5,1%) 

porteurs d’un antigène D partiel ; 22 (15,3%) des 144 patients C positifs possèdent un 

antigène RH2 partiel ; 6 (1,8%) des 328 patients c positifs possèdent un antigène RH4 partiel ; 

et 6 (1,7%) des 349 patients e positifs possèdent un antigène RH5 partiel. Ces pourcentages 

sont comparés à ceux d’autres études françaises dans le tableau 12. 

 

Tableau 12 : Prévalence des antigènes RH partiels chez les patients drépanocytaires en France 

 Notre étude 
Tournamille 

et al. (74) 
Silvy et al. (75) Floch et al. (5) 

Année de 
publication 

/ 2010 2014 2018 

Nombre de 
patients inclus 

N = 351 N = 177 N = 403 N = 466 N = 394 N = 221 

Région (EFS) PACA – Corse Ile-de-France 
Ile-de-France et 
PACA – Corse 

Ile-de-France Guadeloupe Guyane 

RH1 (D) 5,1% NA 8,4% 10,4% 12,3% 15,0% 

RH2 (C) 15,3% 27,7% 20,8% 37,8% 16,7% 13,3% 

RH3 (E) 0% NA NA 0% 0% 0% 

RH4 (c) 1,8% NA NA 1,6% 0,5% 1,4% 

RH5 (e) 1,7% NA 3,5% 5,6% 6,4% 5,9% 

NA : non applicable 

 

Nos pourcentages d’antigènes variants se rapprochent de ceux de Silvy et al. (75), ce 

qui peut s’expliquer par le fait qu’ils aient inclus des patients drépanocytaires issus de la 

région PACA – Corse dans leur étude, comme notre population.  

Les antigènes partiels RH2 (C) semblent être particulièrement répandus en France 

métropolitaine, tandis que les antigènes partiels RH1 (D) sont plus fréquents en Guadeloupe 

et en Guyane française.  
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Dans l’étude de Tournamille et al. (74), les patients drépanocytaires résidant en Ile-de-

France sont connus pour être originaires des Antilles et d’Afrique de l’Ouest et centrale. Leur 

pourcentage de variants de l’antigène RH2 (C) (27,7%) est bien supérieur à celui de notre 

population (15,3%), avec notamment l’allèle (C)ces de type 1 à une fréquence de 24,3% et 

l’allèle RN à une fréquence de 7,3%. 

D’après l’étude la plus récente réalisée par Floch et al. (5), la prévalence des antigènes 

RH2 partiels varie considérablement dans les différentes régions françaises couvertes par le 

laboratoire d’immuno-hématologie moléculaire de Créteil. La différence de prévalence des 

haplotypes RN et (C)ces de type 1 chez les patients drépanocytaires de phénotype RH2 (C) est 

particulièrement frappante : 11,8% en région parisienne contre 1,1% en Guadeloupe et 1,6% 

en Guyane française pour RN et 21,5% en région parisienne contre 18,8% en Guadeloupe et 

11,5% en Guyane française pour (C)ces de type 1. Ces différences découlent des spécificités 

de chaque région géographique, avec des différences de flux migratoires.   

 

Dans la population drépanocytaire de Philadelphie (76), 5,8% présentent un haplotype 

(C)ces de type 1 et seulement 0,2% présentent un haplotype RN.  

Une étude réalisée par Silvy et al. (77) chez des individus d’origine Afro-caribéenne 

nés en Martinique, et d’origine Comorienne nés sur l’Île de Grande Comore montre une 

fréquence de l’allèle (C)ces de type 1 de 2,64% et 7,33% respectivement.  

Dans les populations d’Afrique Subsaharienne, l’allèle (C)ces de type 1 est présent 

entre 2,7% et 3,5% selon les différentes ethnies du Congo, tandis que l’allèle RN n’a pas été 

retrouvé (8). 

Chez les drépanocytaires de phénotype RH2 (C) de notre cohorte, les fréquences des 

haplotypes RN et (C)ces de type 1 sont respectivement de 7,6% et 8,3%. Ces fréquences 

diffèrent de celles de certaines régions citées précédemment, nous pouvons supposer que les 

drépanocytaires en PACA – Corse n’ont pas les mêmes origines que ceux de la région 

parisienne ou des États-Unis, et seraient plutôt d’origine Comorienne.  

Un individu de notre étude présente un allèle RN à l’état homozygote. Il en résulte le 

phénotype rare RH : -46, et des antigènes RH2 (C) et RH5 (e) partiels. Ce patient est 

immunisé et possède un allo-anticorps anti-RH46, ainsi qu’un allo-anticorps anti-RH5. Il est 

alors nécessaire de transfuser ce patient uniquement avec des CGR rares RH : -46. Ce patient 

est enregistré au centre national de référence pour les groupes sanguins (CNRGS) dans la base 
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de données des phénotypes érythrocytaires rares, pour prévoir un programme de congélation 

de ses GR.  

 

Les drépanocytaires provenant de la région parisienne (Île-de-France) présentent une 

diversité génétique élevée liée aux différentes vagues d’immigration récentes. Ceux de  

Guyane française (Amérique du Sud) possèdent la plus grande proportion d’ascendance 

Africaine de tous les peuples africains d’Amérique (78), en raison de siècles d’isolement 

génétique suite aux déportations d’esclaves dans les colonies américaines entre le 16ème et le 

19ème siècle. Enfin les drépanocytaires de Guadeloupe (Caraïbes), présentent plutôt des 

ascendances européennes et amérindiennes en raison de brassages génétiques suite à 

l’abolition de l’esclavage. Dans l’étude de Reid et al. (79) réalisée chez des donneurs de sang 

afro-américains de New-York et des patients drépanocytaires d’Oakland, la fréquence des 

allèles RH ne semble pas différer à travers les États-Unis.  

 

Au Brésil, Sippert et al. (80) ont étudié les variants du système RH chez 48 patients 

brésiliens-africains atteints de drépanocytose ayant développé des allo-anticorps. Les allèles 

RHD les plus fréquemment retrouvés sont RHD*DAR, RHD*D faible type 4.0, RHD*DIIIa, et 

RHD*DAU0.  Dans notre population, les allèles RHD*DIIIa et RHD*D faible type 4.0 se 

situent également parmi les plus fréquents (1,6% et 1,4%). Cependant l’allèle RHD*DAR 

n’est retrouvé qu’à 0,6% et l’allèle RHD*DAU0 qu’à 0,1%. Concernant ce dernier, un biais 

est présent car il ne fait pas partie du panel de variants recherchés par la technique BioArray, 

et étant considéré comme un antigène D normal en France (65), on ne le recherche pas chez 

les patients drépanocytaires.  

Concernant les allèles variants RHCE chez les brésiliens, les plus fréquents sont 

RHCE*ceS (1006), RHCE*ce48, RHCE*ce733G, RHCE*ceAR et RHCE*ceTI. Dans notre 

population, nous avons considéré l’allèle RHCE*ce48 indifféremment de l’allèle RHCE*ce 

classique, estimant qu’il ne produit pas d’antigène partiel et ne conduit pas à une allo-

immunisation (62,63). Nous savons cependant qu’il est très fréquent dans la population issue 

de PACA – Corse, avec une fréquence allélique de 14,1%. Les allèles RHCE*ce733G et 

RHCE*ceS (1006) font également partie des allèles les plus fréquents dans notre population 

avec respectivement 18,07%  et 2,7% de fréquence allélique. Par contre les allèles 
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RHCE*ceAR et RHCE*ceTI ne font pas partie des plus fréquents dans la région PACA – 

Corse.  

 

Dans notre étude, certains drépanocytaires sont hétérozygotes composites, aboutissant 

à des phénotypes rares. 

Un patient drépanocytaire de notre cohorte possède un allèle ceAR (RHCE*ce.04.01) 

face à un allèle CeCW (RHCE*Ce.08.01), il possède à la fois un allèle RH2 (C) partiel et un 

allèle RH4 (c) partiel. Les épitopes manquants ne sont pas compensés et ce phénotype impose 

une surveillance régulière de la RAI. Ce patient est régulièrement transfusé avec des CGR de 

phénotype hétérozygote (RH2 (C) / RH4 (c)) et n’est pas immunisé à ce jour. 

 

Deux individus possèdent deux variants différents du gène RHCE*ce :  

- 1 allèle ceS(1006) (RHCE*ce.20.03) avec un allèle ceMO (RHCE*ce.07.01) en trans  

- 1 allèle ceEK (RHCE*ce.05.01) avec un allèle ceTI (RHCE*ce.02.02) en trans  

Chaque individu possède alors deux variants différents de l’antigène RH4 (c) et deux 

variants différents de l’antigène RH5 (e). Ce sont des situations à risque inconnu d’allo-

immunisation, mais on peut considérer que les deux variants de chaque antigène se 

« complètent » au niveau des épitopes manquants, ce qui permettrait à ces individus de 

connaitre la totalité des épitopes des antigènes RH4 (c) et RH5 (e) et de ne pas s’immuniser. 

Ils ne nécessitent pas d’adaptation de leur consigne transfusionnelle. Cependant, il est tout de 

même nécessaire de surveiller l’apparition d’allo-anticorps anti-RH4 (c) ou anti-RH5 (e) par 

des RAI régulières.  

 

En France, l’allèle ceS(ces733) (RHCE*01.20.01) n’est pas considéré comme 

exprimant des antigènes partiels (5). Il est caractérisé par l’absence d’un antigène de haute 

fréquence RH :-31 (hrB-) et l’expression des antigènes RH10 (V+) et RH20 (VS+). Ces deux 

antigènes sont de faible fréquence dans la population européenne (<1%), tandis que dans la 

population africaine, l’antigène RH10 (V) est retrouvé chez 30% des personnes en moyenne 

et RH20 (VS) chez 30 à 70% (43,64,81), ce qui est expliqué par la fréquence de l’allèle 

ceS(ces733). Dans notre population de drépanocytaires issus de la région PACA – Corse, la 

fréquence de cet allèle est de 18%, comme chez les drépanocytaires afro-américains 
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d’Oakland (79). Dans la population drépanocytaire afro-brésilienne, l’allèle ceS(ces733) a une 

fréquence de 23,8% (82), tandis que dans les populations Afro-caribéennes et Comoriennes, 

cet allèle a une fréquence de 17,82% et 20,38% respectivement (77), et au Congo, la 

fréquence de l’allèle ceS(ces733) varie de 12,6 à 18,2% selon les différentes ethnies (8). 

Les antigènes RH10 (V+) et RH20 (VS+) posent des problématiques spécifiques en 

contexte de transfusion intrapopulationnelle. En effet, malgré une prévalence largement 

supérieure à 1% dans les populations Africaines, ces antigènes sont considérés comme à 

faible fréquence en raison de leur rareté dans la population générale des donneurs, plutôt 

d’origine Européenne. Ces antigènes de faible fréquence peuvent induire une allo-

immunisation et la production d’anticorps spécifiques. L’allo-immunisation contre ces 

antigènes de faible fréquence n’est pas facile à identifier, elle ne peut être détectée que dans 

une recherche approfondie d’anticorps, comme suite à une DHTR, une poly-immunisation ou 

une épreuve de compatibilité au laboratoire positive, car ces antigènes ne sont pas présents sur 

les GR des panels utilisés en routine dans les RAI.  

 

La prévalence des antigènes varie selon les origines ethniques et les taux d’exposition 

dépendent de la fréquence à laquelle les patients drépanocytaires sont transfusés avec des 

CGR de donneurs d’origines géographiques différentes. L’amélioration de la prise en charge 

des patients drépanocytaires incite à respecter leur phénotype étendu (FY, JK, MNS) 

notamment lorsqu’ils sont allo-immunisés. Cela implique d’utiliser des CGR de donneurs 

Africains (transfusions intra-ethniques) et les expose aux antigènes spécifiques des Africains, 

tandis que ce risque est considéré comme nul pour les CGR de donneurs Caucasiens. La 

fréquence à laquelle les drépanocytaires sont transfusés avec des CGR de donneurs Africains 

est estimée à 11,5% en France métropolitaine (83).  

C’est le cas pour un patient drépanocytaire de notre cohorte qui a développé des 

anticorps anti-RH10 (V) et anti-RH20 (VS). Ce patient ne possède pas ces antigènes et a été 

transfusé avec plus de 130 CGR de phénotype « berbère » issus de donneurs Africains, à la 

suite desquels il s’est allo-immunisé.  
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Dans notre étude, 30 patients drépanocytaires ont développé des allo-anticorps anti-

RH. Parmi eux, 4 patients ont développé un anti-RH1 (D) : 3 sont D négatifs, et 1 est 

hétérozygote composite avec deux allèles RHD variants. La consigne transfusionnelle de ces 

patients exige des CGR D négatifs, plus fréquemment retrouvés chez les Européens (15%) 

que chez les Africains (8%). Par conséquent, la transfusion de CGR D négatifs chez des 

individus drépanocytaires peut augmenter le risque d’allo-immunisation à d’autres antigènes 

(Fya, Jkb et S), qui sont plus courants chez les Caucasiens que chez les Africains. Il est aussi 

possible d’utiliser des CGR de donneurs qui possèdent exactement le même génotype RHD 

qu’eux, mais cela nécessite le génotypage RH d’un grand nombre de donneurs d’ascendance 

Africaine.  

Parmi les individus allo-immunisés RH, 9 patients ont développé un anticorps anti-

RH8 (CW). Cet antigène est un antigène de faible fréquence, présent chez environ 2% de la 

population générale (84) et n’est généralement pas recherché sur les CGR à transfuser, on ne 

peut donc pas empêcher une allo-immunisation anti-RH8. De plus, cet anticorps fait partie des 

anticorps naturels comme l’anti-RH3 (E), l’anti-P1, l’anti-M, ce qui signifie que les individus 

peuvent le développer suite au contact avec l’antigène dans l’environnement. Si un individu 

développe un anti-RH8, la consigne transfusionnelle demande une épreuve de compatibilité 

au laboratoire avant la délivrance des CGR.  

 

Au total, le génotypage RHD et RHCE a révélé que 103 drépanocytaires (29%) de 

notre étude présentaient au moins un allèle variant, ce qui a permis d’adapter la consigne 

transfusionnelle de 46 patients drépanocytaires en antigène(s) négatif(s), soit 13,1% de notre 

cohorte (17 adaptations de consigne pour RHD et 29 adaptations de consigne pour RHCE).  

 

La possibilité d’identifier les variants RHD et RHCE et différencier les antigènes 

partiels à l’aide des méthodes moléculaires a amélioré la pratique de la transfusion sanguine, 

en particulier pour les patients atteints de drépanocytose. A l’avenir, l’amélioration des 

techniques de biologie moléculaire et l’augmentation de la facilité d’accès au génotypage RH 

pourrait permettre de tenir compte des génotypes à la fois du receveur et du donneur pour 

apparier les CGR à transfuser et finalement, réduire l’allo-immunisation  chez les patients 

drépanocytaires.   
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Conclusion 

 

Les gènes RHD et RHCE sont hautement polymorphes et codent pour le plus 

complexe des 38 systèmes de groupes sanguins humains. Les tests sérologiques standards ne 

distinguent pas toujours les antigènes RH variants et ces polymorphismes peuvent contribuer 

à l’allo-immunisation RH chez les patients atteints de drépanocytose. A ce jour, il existe plus 

de 140 allèles à l’origine d’un D faible et plus de 100 allèles à l’origine d’un D partiel 

référencés dans la base de données Rhésus (71), et plus de 140 allèles RHCE variants 

répertoriés par l’ISBT, ce qui témoigne de la complexité du système RH. 

La stratégie française de génotypage RHD systématique par technique BioArray® chez 

tout patient drépanocytaire semble suffisante pour détecter les allèles d’intérêt transfusionnel. 

En effet, dans notre étude, suite au séquençage des 10 exons du gène RHD chez 42 patients 

ayant un « probable D sauvage », aucun polymorphisme d’intérêt transfusionnel n’a été mis 

en évidence. 

L’étude de la population drépanocytaire de PACA-Corse a montré que 29% des 

individus présentent au moins un allèle variant, dont 5,1% d’allèles RH1 (D) partiels et 15,3% 

d’allèles RH2 (C) partiels. La consigne transfusionnelle a été adaptée chez 13,1% des patients 

grâce au génotypage systématique RHD et RHCE. Celui-ci est donc justifié dans la population 

drépanocytaire pour optimiser la prise en charge transfusionnelle de ces patients. 

Les méthodes moléculaires sont de plus en plus utilisées pour compléter les méthodes 

sérologiques de prédiction du groupe sanguin et elles ne cessent d’évoluer, notamment avec 

l’arrivée du séquençage de nouvelle génération (NGS) qui est capable de fournir une vue 

globale des variations alléliques dans plusieurs gènes. Il peut déterminer la zygotie des allèles 

RHD et RHCE, la présence d’antigène de faible fréquence ou l’absence d’antigène de haute 

fréquence (85). Le NGS serait également une méthode intéressante pour étudier d’autres 

groupes sanguins (Kell, Dombrock, …) ayant un intérêt transfusionnel dans les populations 

drépanocytaires. Dans une société dont la multi-ethnicité s’accroît, on pourrait envisager le 

génotypage systématique des donneurs et des receveurs, notamment d’origine Africaine, afin 

d’instaurer un appariement au niveau moléculaire pour contribuer à réduire d’avantage le 

risque d’allo-immunisation en facilitant la sélection de CGR hautement compatibles. 
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Annexes 

 

Annexe 1 : Liste des polymorphismes et variants détectés par le kit RHD Bioarray 

 

 

 

 



 

Annexe 2 : Liste des polymorphismes et variants détectés par le kit RHCE Bioarray 

 

 

 

 

 

 



 

Annexe 3 : Amorces de PCR utilisées pour l’amplification des 10 exons du gène RHD  

Exon Sens (S) 
Anti-sens (AS) 

Séquence amorce PCR 
(5’>3’) 

Taille amplicons obtenus 
(pb) 

1 S 
AS 

CACAGGGGAAGTTGGCTGC 
AGAAGATGGGGGAATCTTTTTCCTT 1179 

2 S 
AS 

CCATTTGATTCTGGCAACCT 
AAAGGATGCAGGAGGAATGTAGGC 

1590 

3 S 
AS 

TCTTCTATTCCCACAGAAAGTAGG 
TCTTGCTATGTTGCCCAGCTCGG 607 

4 S 
AS 

TGGCAAGAACCTGGACCTTGACTTT 
TCCTGAACCTGCTCTGTGAAGTGC 1626 

5 S 
AS 

TACCTTTGAATTAAGCACTTCACAG 
ACTACCCCCAGAAAGCCTTTG 656 

6 S 
AS 

AGCAGGGAGGATGTTACAG 
TTCAGCCAAAGCAGAGGAGG 289 

7 S 
AS 

CATCCCCCTTTGGTGGCC 
AAGGTAGGGGCTGGACAG 405 

8 S 
AS 

CTGGAGGCTCTGAGAGGTTGAG 
CCTGGCAATGGTGGAAGAAAG 465 

9 S 
AS 

TACTGTCGTTTTGACACACAATATTTC 
CACCCGCATGTCAGACTATTTGGC 487 

10 S 
AS 

CAAGAGATCAAGCCAAAATCAGT 
AGCTTACTGGATGACCACCA 382 

 

Annexe 4 : Amorces de PCR utilisées pour le séquençage Sanger des 10 exons du gène RHD 

(Eurofins Genomics, Allemagne) 

Exon Nom amorce Amorce séquençage 

1 DCEex1S_seq CAA-ACT-GAG-CAC-AGC-AGG-AA 

2 DCEseq2AS CAC-TGG-TGC-TAG-ACA-GAG-AGG 

3 DCEex3AS_seq ACT-CAC-ACC-TCA-GCC-TCC-TG 

4 DCEex4Fseq GGC-TGG-GTA-AGC-TCT-GAA-CA 

5 DCEex5S_seq AAC-CCT-CTT-GGC-CTT-TGT-TT 

6 DCEex6S_seq TTA-CAG-GGT-TGC-CTT-GTT-CC 

7 DCEex7AS_seq CCA-ACA-AAT-ATT-CAC-CGA-AGC 

8 DCEex8S_seq ACA-TGT-CTG-CGT-GGC-TTT-TT 

9 DCEex9AS_seq GCT-GTC-TCA-TCC-CTG-ACT-CTG 

10 Dex10S_seq CCA-TCA-TAT-ATG-CAG-TCT-GTT-GTT-T 

 

 



 

SERMENT  DE  GALIEN 
 
 
Je jure, en présence de mes maîtres de la Faculté, des conseillers 
de l'Ordre des pharmaciens et de mes condisciples : 
 
  D'honorer ceux qui m'ont instruit dans les préceptes de 

mon art et de leur témoigner ma reconnaissance en restant 
fidèle à leur enseignement. 

 

  D'exercer, dans l'intérêt de la santé publique, ma 
profession avec conscience et de respecter non seulement la 
législation en vigueur, mais aussi les règles de l'honneur, de 
la probité et du désintéressement. 

 

  De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs 
envers le malade et sa dignité humaine, de respecter le secret 
professionnel.  

 

  En aucun cas, je ne consentirai à utiliser mes 
connaissances et mon état pour corrompre les mœurs et 
favoriser des actes criminels.  

 
Que les hommes m'accordent leur estime si je suis fidèle à mes 
promesses.  
 
Que je sois couvert d'opprobre, méprisé de mes confrères, si j'y 
manque.  
 

 

 

  



 

 



Résumé 

Contexte : Le système RH est l’un des systèmes de groupe sanguin les plus polymorphes 

avec de nombreux allèles variants affectant l’expression des antigènes RH. Cette complexité 

est à l’origine des difficultés de transfusion des patients africains, en particulier les patients 

drépanocytaires nécessitant une thérapie transfusionnelle chronique à haut risque 

d’immunisation. La stratégie française consiste à réaliser le génotypage RHD et RHCE à 

l’aide des kits RHD et RHCE BioArray Beadchip™ (Immucor) systématiquement pour tous 

les patients drépanocytaires, afin d’adapter leur consigne transfusionnelle et respecter au 

mieux la compatibilité antigénique des CGR transfusés et ainsi diminuer les risques d’allo-

immunisation.  

Matériels et méthodes : Afin d’évaluer si les polymorphismes recherchés par le kit RHD 

BioArray sont adaptés à la population drépanocytaire, nous avons réalisé un séquençage des 

10 exons du gène RHD chez 42 drépanocytaires ayant obtenu un « probable D sauvage » au 

résultat du génotypage BioArray. La seconde partie de ce travail est une étude des variants du 

système RH dans une population de 351 drépanocytaires issus de PACA – Corse entre 2011 

et 2019 afin d'évaluer la valeur du génotypage systématique RHD et RHCE dans 

l’amélioration de la prise en charge transfusionnelle du patient drépanocytaire. 

Résultats : Suite au séquençage des 10 exons du gène RHD, aucun polymorphisme d’intérêt 

transfusionnel n’a été mis en évidence. Le kit RHD BioArray semble donc suffisant pour le 

génotypage systématique de la population drépanocytaire.  

L’étude de la population drépanocytaire de PACA-Corse a montré que 29% des individus 

présentent au moins un allèle variant, dont 5,1% d’allèles RH1 (D) partiels et 15,3% d’allèles 

RH2 (C) partiels. La consigne transfusionnelle a été adaptée chez 13,1% des patients grâce au 

génotypage.  

Conclusion : La méthode BioArray est satisfaisante pour l’analyse moléculaire du système 

RH. Le génotypage systématique RHD et RHCE est justifié dans la population drépanocytaire 

pour optimiser la prise en charge transfusionnelle de ces patients.  

Mots-clés : Groupes sanguins, drépanocytose, transfusion, allèles RHD et RHCE, variants, 

génotypage RH, allo-immunisation.  
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