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Pourquoi est-il possible de realiser un
genotypage ?

* ISBT Copenhague 2017: 354 antigenes
officiellement reconnus, 40 genes et 2
genes associées (GATA1T et KLF1)

 La base moléculaire de la plupart des
antigenes et phénotypes est connue =>
possible de prédire un phénotype a partir de
I’ADN génomique

* Plusieurs meécanismes sont impliqués dans
le polymorphisme de giroupes sanguins



MECANISMES MOLECULAIRES

* (Single Nucleotide Polymorphism) =>
changement d’un seul acide aminé
(mutation non-synonyme)

Frequence > 1% dans la population
géenerale

Antigene E ¢.676C>G exon 5 RHCE
p.Pro226A!a



Les SNPs représentent ie mécanisme le plus fréquent

System

] O
Polymorphism &Q

SNP*

Amino acid change”

ABO
MNS

RH

SLCI4Al
SLC4AI
ACHE
ERMAP
DO
AQPI
ICAM4
DAF
CRI

N
A/B ;&0

M/N @
5!’3 &‘?J

Lu"/Lu®
Au¥/Au®
k/K
Kp®/Kp?
JsP/)s®
Fy*/Fy®
Fy’/Fy
JK*/IK?
Di*/Di?
Yty
Scl/Sc2
Do"/Do?
Co¥Co"”
LW¥LW"
Tc*/TcP
Kn*/Kn®
McC*/McCP
SI/Vil

In®/In®

526C>G, 703G>A, 796C>A, 803G>C
59C>T, 71G>A, 712T>G
143C>T

48C>G, 178A>C, 203G>A, 307T>C
676G>C

230G=>A

1615A>G

578C>T

841C>T

1790T>C

125G>A

—67T>C

838G>A

2561C>T

1057C>A

169G>A

793G>A

134C>T

299A>G

155G>T

4681G>A

4768A>G

4801A>G

137G>C

R176G, G235S, L266M, G268A
S20L, G24E (S1L, G5E®)
T48M (T29M°)

C16W, I60L, S68N, S103P
A226P

R77TH

T539A

T193M

R281W

L597p

G42D

Not coding\o

D280N»

PSS&

gf’%‘i‘iN

06 GS?R

D265N

A45V

Q100R (Q70R®)
R52L (R18L°)
V1561M
K1590E
R1601G

R46P

Daniels G. Human G= net 2009;126:729-42i



MECANISMES MOLECULAIRES

 Mutation faux sens
Fréquence <1%
Antigene Vw ¢.140C>T exon 3 GYPA
p.Thr47Met

« Mutation non sens => codon stop

Phénotype Jr(a-) Allele ABCG2*01N.01 (Asie)
c.376C>T p.GIn126Ter



MECANISMES MOLECULAIRES

Délétion

Un seul nuciéotide : phénotype O (allele O7)
c.261delG => frameshift (codon stop 118)

Plusieurs nucléotides : Vel- (17 pb dans le gene
SMI%NiI1) => frameshift

Exon : exon 2 GYPC chez groupe rare Ge:-2,3 (Yus)

Allele : RHD (délétion homozygote chez les sujets
européens D -)

Duplication
Phénotype Jr(a-) Allele ABCG2*07N.11 (Caraibes)
c.875 878dupACTT => frameskift => p.Phe293Leufs*8



MECANISMES MOLECULAIRES

* Insertion: phenotype Jr(a-) allele ABCG2*01N.08
(France) c.542_543insA p.Phe182Valfs*14

 Mutation “splice site” : U+var type P2 => U faible et
partiel, pas d’antigéne S détectable

(b(\d‘z? T 5
(<&

&
: 143C>T o
& GYPB*S —W p.ThragMet 3 6
<
§©
9

T G

¢ Q r
< : 3
GYPB(P2) 5*_W7 JEIETSI 4 | 6 |
A&
& Intron 5 Exon 5 skipping

{é}%

Adapté de Storry JR et al. Transfusion 2003;43:1738-47



MECANISMES MOLECULAIRES

* Mutation promoteur : Fy(a-b-) chez les
Africains, mutation c.-67t>c dans la boite
promotrice GATA (allele FY*02N.01)

 Meécanismes multiples

Allele silencieux RHDy : insertion de 37 pb a la
fin de I'intron 3-début de I’exon 4 (frameshift
avec codon stop 210), 4 mutations faux-sens

(exons 4 et 5) et une mutation ncn-sens (exon
6). Tres commun chez les Africains D-

rupvesi - EE-TE-

Duplication Codon stop
37 bp p.Tyr269Ter



MECANISMES MOLECULAIRES

Autre exemple de mécanismes multiples

Polymorphisme C/c : 4 SNPs, 2 mutations
silencieuces et une insertion intronique

RHCE*C /AI—IIMII—I—I—I—I—I—.—H

I {00 Cer'cles verts =>
Q& _‘ / poly@ﬁ*phlsme C/c

C.307C>T Insertlon '. ‘ gp,lg ,(L o ’\% -d:—_-I ; : e
(p_Pro'] 03Ser) 109 pb 32 = 53 94 17. 158 5 1€20) 230 -631 282 zgur 34705 358
critique pour intron 2

expression de C

RhCE-P103S
RhCE-109Ins

RhCE-L245V



MECANISMES MOLECULAIRES

 Recombinaison entre genes homologues

(paralogues) L’exemple typique est la

“conversion genique”, frequemment rencontree
chez les variants RHD et RHCE

RHD haplotype RN (Africains) RHCE

RHCE*Ce-D(4)-Ce

C faible et partiel

e faible et partiel
Perte antigéne public RH46

Gain e I'antigéene privée RH32 (codé par la
jonction exon 4D/5CE)

RHD*D
D Normal



PHENOTYPAGE/GENOTYPAGE

* Le genotypage permet seulement de
predire un phénotype, car de nombreux
motifs de discordances existent avec le

phéenotypage (faux positifs et faux
negatifs)

* Mais le phenotypage peut aussi etre sujet
a des faux positifs et faux negatifs !



PHENOTYPAGE/GENOTYPAGE

En dehors de facteurs humains, qu’il ne
faut pas negliger (erreur d’echantillonnage,
absence de respect du protocole
experimental ou de traitement des
resultats), plusieurs raisons pauvent
expliquer les discordances entre le
phénotypage et le genotypage,

avec 4 combinaisons possibles



4 COMBINAISONS A L’ORIGINE DES
DISCORDANCES

. Phénotype faussement positif/géenotype
reellemnent negatif

. Phénotype faussement negatif/génotype
reellement positif

. Phénotype réellement negatii/géenotype
faussement positif

4. Phénotype réellement positif/génotype
faussement negatif



4 COMBINAISONS A L’ORIGINE DES
DISCORDANCES

. Phénotype faussement positif/génotype
reellement negatif

. Phénotype faussement negatif/génotype
reellement positif

. Phénotype réellement negatii/géenotype
faussement positif

4. Phénotype réellement positif/génotype
faussement negatif



PHENOTYPE FAUSSEMENT POSITIF
GENOTYPE REELLEMENT NEGATIF

TDA positif (!gG) quant le TIA est requis pour le
phénotypage

Patient déepourvu d’un antigene et recemmernt
transiusé avec du sang contenant I’'antigene
cosrespondant

Reéactif polyclonal comportant un anticorps
contaminant (anti-privé par ex.)

Hématies polyagglutinables : exemple de
I’activation des antigenes Tn cryptiques pouvant

reagir avec certains clones d’Ac monoclonaux
anti-A



Fatient (Nom & Préno

Nom de jeune fille :

Date de naissance -

Déposer 1 & de sang du
patient dans [J et 1 @ de
sang du culot dans O .

LR
Déposer 1 O deau
physiologique NaCl 0.9%
dans les 4 alvéoles.

Prélever et déposer le sang
en une seule fois dans
chaque alvéole de la méme
colonne en changeant de

spatule & chaque transfert )

puis mélanger en évitant toute
contamination.

Lire les réac:t:on° S aprés
1 minute, si une néaction
est  négative poursuivre
obligatoirement la lecture &
3 minutes, puis interpréter.

Conclusion : transfuser

LOT
311000
2014-11

En cas de doute, contacter
le médecin encadrant la transfusion.

; <‘
@%\o
- NON <

&

Patient hospitalisé en
onco-hématologie
avec deux
déterminations ABO
récentes : groupe O!

&
S
@

Apreés avoir vérifié.fe
“bedside test¥,
linfirmiére contacte
le laborateire =>
demande, e contrdle
du grgﬂpe sanguin
sufun nouveau

o prelevement

/\0°

°‘° Patient confirmé de
groupe O !




Phénomene de
polyagglutinabilite

“Polyagglutination is poorly
understood by most students
and even more poorly
understood by most blood
bank physiciains.”

http://www.bbguy.org/education/polyagglutination.asp



Révélation (activatiori) d’un antigéne cryptique (caché)
a la surface du glebule rouge

=> agglutination des hématies « activées » par la
plupart des plasmas humains ABO compatibles car
présence des anticorps naturels reguliers
correspondants chez ’lHomme, de titre +/- éleveé



Deux grands types de polyagglutinabilités
acquises

D)
&
&

Polyaggluflnabllltes
acqmsea@f« activation »)
su;t% a infections

Polyagglutinabiliteé
acquise
(« activation ») de

type maligne <
'P(Hubener-Thomsen-

Fbrledenrelch phenomenon)
Tk
Th
TX

B acquis

Anticorps anti-T, anti-Tn, etc. présents a I’état naturel
regulier dans la plupart cles plasmas humains



POLYAGGLUTINABILITE Tn

Acquise suite a processus malin
Phénomene persistant
Mutaticn somatique clonale

Antigene Tn : sucre immunodominant
identique a celui de I’antigene A :
N-acetyl-galactosamine => reactions croisees
avec certains reactifs anti-A monoclonaux



PHENOTYPE FAUSSEMENT POSITIF
GENOTYPE REELLEMENT NEGATIF

Réactifs moneclonaux montrant des réactions
croisées avec certains antigenes : exemple de
certains ciones d’anti-M (2514E6 et M-11H2)
montrarit de fortes réactions croisées avec
I’antiggene He (Henshaw, MNSG6)

PERF@‘&MANCE DATA
A pe;sf%rmance assessment of the reagents was conducted on a random samg#és panel of known common
phe’hotypes including clinical and neonatal samples. The samples were drawn m\\;ﬁe recommended anticoagulants

(E.D.T.A., heparin, citrate). The expert assessment demonstrated 100 % spegﬁmty for each of the reagents with

respect to the expected results. S
ANTI-M (MNS1) can recognize unspecifically some HENSCHAW red blg‘ed cells (M —, He + is an extremely rare

phenotype). s\\‘?

~T7%-10 des sujets d’Afrique sub-saharienne sont
He+



PHENOTYPE FAUSSEMENT POSITIF
GENOTYPE REELLEMENT NEGATIF

* Genes hybrides
haplotype (C)ces type 1

RHCE
RHD*Dllla-ce(4-7)-D RHCE*ce® or RHCE *ce48C,733G,1006T
Pas de D c partiel
C faible avec clone e partiel (hrB-)
MS24. C partiel Perte de I’antigéne public Hr® (RH34)

Pas de C au niveau géenétique !



PHENOTYPE FAUSSEMENT POSITIF
GENOTYPE REELLEMENT NEGATIF

Expression dg’éepitopes par un allele variant
homologu

to RHD*DIVa

TRANSFUSION 2013;53:741-746.
Connie M. Westhoff, Sunitha Vege, Christine Halter Hipsky, Kim Hue-Roye, Tmnme?( opeland,

Randall W. Velliquette, Trina Horn, Christine Lomas-Francis, and U{?HQQ?E Reid
@

CONCLUSIONS: RHD*DIVa and RHCE*ceTl almost .
always, but not invariably, travel together. This haplo- Pa‘s de C au niveau

type is found in people of African ancestry and the genetique, mais
RBCs can demonstrate aberrant reactivity with anti-C. | possib'e faible

A\
RHCE*ceTl encodes partial ¢ and e antigens. We , = mg r ~
g N & réactivité C due a

confirm that RHD zygosity assays are unreliable 44?

samples with RHD*DIVa. . Q\ I,a"éle RHD*DIVH

\
O




4 COMBINAISONS A L’ORIGINE DES
DISCORDANCES

. Phénotype faussement positif/géenotype
reellemnent negatif

. Phénotype faussement négatif/génotype
reellement positif

. Phénotype réellement negatii/géenotype
faussement positif

4. Phénotype réellement positif/génotype
faussement negatif



PHENOTYPE FAUSSEMENT NEGATIF
GENOTYPE REELLEMENT POSITIF

« Patient possédant un antigene et reccemment
transfusé de maniere massive avec du sang
dépourvu de I’antigene correspondant

 Phénotype partiel, non reactif avec certains
clones (ex. D partiel DVI ne réagissant pas avec
certains clones d’anti-D)

* Antigenes tres faiblement exsrimes, en
dessous du seuil de déetection de la technique :
D et DEL, FyP et FyX, LuP et In(Lu), etc.



PHENOTYPE FAUSSEMENT NEGATIF
GENOTYPE REELLEMENT POSITIF

Exemple typique du phénotype rare In(Lui),
apparaissant la plupart du temps Lu(a-b-)
alors qu’il s’agit d’un phénotype Lu(a-b+W)

Mutation dans le gene KLF1 (meéecanisme
dominant), codant pour le facteur de
transcription EKLF qui active le gene
LU/BCAM



PHENOTYPE FAUSSEMENT NEGATIF
GENOTYPE REELLEMENT POSITIF

Human Mutatlom

OFFICIAL JO

Molecular Anﬁiyms of the Rare In(Lu) Blood Type: Toward H@Vgl

AN GENOME

Decodmg Jshe Phenotypic Outcome of Haploinsufficiency JVLOh“ngE'E”
for the }?anscrlptlon Factor KLF1 2

«©

\/irgfhle Helias,' Carole Saison,'’ Thierry Peyrard,"? Eliane Vera,"? Claude Prehu,? Jean- PLgi}"re Cartron,’
and Lionel Arnaud'* ’\°
\o
' National Institute of Blood Transfusion (INTS), Paris, France; ?National Reference Center for Bloodb&oups (CNRGS), Paris, France; 3Laboratoire

de Biochimie et Genétique, CHU Hapital Henri Mondor, Créteil, France \oﬁ\
s\\)
Communicated by Sergio Ottolenghi /\\@0"’
Received 2 June 2012; accepted revised manuscript 30 August 2012. P
Published online 3 October 2012 in Wiley Online Library (www.wiley.com/humanmutation). DOI: 10.100%&%mu.22218
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PHENOTYPE FAUSSEMENT NEGATIF

GENOTYPE REELLEMENT POSITIF

Supp. Table S3B: KLF1 ha@?otypes found in the 10 unrelated In(Lu) subjects analyzed in thls@\§tudy

0\(\

e
N
X9

Mug@?lon causing the ((\Q,Qo
In(Lu) subject \\ﬁn(Lu) blood type Haplotype <°®
2751 WEC @p‘ﬁ%la104GlyfsTer249 p-[Ser102Pro; =; Phe182Leul+[=; AIa104GnysTer24%§E]
11218 KAl & p.GIy174ArgfsTer179 pP-[=]1+[Gly174ArgfsTer179] @Q
11595 MAC & p.Gly176ArgfsTer179 p-[Ser102Pro; =]+[=; Gly176ArgfsTer179] ,\0\3@
3269 JA!;&\ p.Pro190LeufsTer47 p.[=; =]*[Ser102Pro; Pro190LeufsTer47] ée?'
1487 5§S p-Tyr197Ter p-[=; =]+[Ser102Pro; Tyr197Ter] {e?e
223619 SAl p.Leu222SerfsTer15 p.[=; Ala104Val; =]+[Ser102Pro; = LegQZZSerfsTeMS]
22665 FOU p.Lys288Glu p-[=]+[Lys288Glu] /\0
15293 CRA p-Arg319GlufsTer34 pP-[=]+[Arg319GlufsTer34] ®>\°
11908 PAR p-Leu326Arg p-[Ser102Pro; =]+[=; Leu326£é°g]
22990 DEM p.His357GIn

p-[Ser102Pro; Phe182LeL&p°"]+[Ser102Pro =; His357GIn]




PHENOTYPE FAUSSEMENT NEGATIF
GENOTYPE REELLEMENT POSITIF

 Reéactifs peu performants : exemple des reactifs
anti-U du commerce, ne pouvant pas detecter les
sujets S-s-U+V@" (considérés a tort comme U-)

» Alteration des hématies avec destruction de
certains antigenes (bactéries), contamination par
une enzyme (papaine)

 « Blocking phenomenon ». Exempie typique
d’un anti-D maternel de haut titre pouvant
bloquer tous les sites antigéniques D des
hématies d’un nouveau-né D+, apparaissant
alors a tort D-



4 COMBINAISONS A L’ORIGINE DES
DISCORDANCES

. Phénotype faussement positif/géenotype
reellemnent negatif

. Phénotype faussement negatif/génotype
reellement positif

. Phénotype réellement negatii/génotype
faussement positif

4. Phénotype réellement positif/génotype
faussement negatif



PHENOTYPE REELLEMENT NEGATIF
GENOTYPE FAUSSEMENT POSITIF

» Allele silencietix : allele présent mais non exprimeé (nu:l).

Mutation dans la séquence codante du gene

é\
JK*02N.01 lntro\g\% IVS5-1g>a  Exon 6 skipped; Polynesian, Chinese
a@/\ in frame (Several)
<

.\% THE
BLOOD GROUP

Mntron 5 IVS5-1g>c  Exon 6 skipped; Chinese (Rare) ANTIGEN

R .
in frame FactsBook

222C>A, Asn74Lys,
499A>C Metl167Val

JK*02N.04 Intron 7 IVS7+1¢g>t Exon 7 skipped;
frameshift— Mutation “Finn” assez
Leu223Stop S fréquente en Finlande,
A incluse dans certains
JK*02N.05 723delA Frameshift— Hispagic American systémes de génotypage

lle262Stop (Rg\&ﬁ? afin d’éviter le risque
@ d’un faux positif pour JkP

JK*02N.06 871T>C Ser291Pro (-);éﬁ}inns (Several)




PHENOTYPE REELLEMENT NEGATIF
GENOTYPE FAUSSEMENT POSITIF

* Allele silencieux : allele présent mais non exprime (ntiil)
Mutation dans la séquence du promoteur du gene

@ . . . h - >
Allele nan1e®@e»°Ex0n Nucleotide  Amino acid  Ethnicity (prevalence)s”
(7
eI M O g&(b(\o’ 73 7T AL 7} e e, '& O\S\
F} 0 l, 1'\.()\%?_) L i (_IE'(_ 1‘5 , St{:}}:}" l-Rl:iI e) \A'Q;% %%‘%‘v
N _ : : = ot
F}-"-'-:-l/g@‘.\.f'{__}f Promoter —67t>c/ Protein absent  Blacks :,_(__::1n-ngﬁl‘u;.&rabs, THE
) . o BLOOD GROUP
from RBCs Jews, Romary ANTIGEN
(SeveralgCaucasians FactsBook
Raraf®
\Ral& T

Cette mutation est si fréquente en Afrique subsaharienne H\f) - 100%) qu’elle doit L @

impérativement étre incluse dans les dispositifga/ae génotypage
<

= _ ; ; o _ ¢
"=This GATA-1 nucleotide change has been reported prex-'[oush{;b&% —33 and —46. The gene is
silenced only in erythroid cells. &




PHENOTYPE REELLEMENT NEGATIF
GENOTYPE FAUSSEMENT POSITIF

* Interaction protéine-protéine a la surface du
globule rouge => lien fonctionnel entre des
systemes de groupes sanguins

L.e complexe Rh

3
I ' N/
\\‘
o <A Ankyrin o
a7 Spectrin \\‘ <

" Nicolas V & al. J Biol Chem 2003



PHENOTYPE REELLEMENT NEGATIF
GENOTYPE FAUSSEMENT POSITIF

Allele name Exon {intrnnikégo‘Nuclec:tide Exemples d!a"éles RHAG
RHAG*OIN.OT 2 @5\0@ 154-157CCTC=GA s I Ie n c I e ux
RHAG*01N.02 %\%fz}‘ 1086delA Les Sujets muteées
RHAG*01N.03 & Sntron 1 IVST+1g>a homozygotes ou
RHAG’ Uh%s} Intron 6 IVS6+1g hétérozygotes c0mposites
RHAG® H&’\ 05 Intr::mf.? IVS6—1g sont Rhnu" (B'C'E'C'e'),
ig*’“ FoiN06 _ Inron 6 Vse—1g quel que soit leur statut
X AG*0IN.07 Intron 7 IVS7+1g>: [ ¥
e = RND/RHCE
838G=>A Vo,

RHAG*0OIN.09 6 836G=>A =

ANTIGEN

FactsBook

; 'ﬁrj INI. ]]‘ 0 3 T U{_:"-I-T-—"{:l

Marton E. Reid

Christine Lomas- Francis

|
AG*0IN.11 9 1139G>T e
AG*0IN.12 5 762C>A L @




4 COMBINAISONS A L’ORIGINE DES
DISCORDANCES

. Phénotype faussement positif/géenotype
reellemnent negatif

. Phénotype faussement negatif/génotype
reellement positif

. Phénotype réellement negatii/géenotype
faussement positif

4. Phenotype réeellement positif/genotype
faussement negatif



PHENOTYPE REELLEMENT POSITIF
GENOTYPE FAUSSEMENT NEGATIF

Allele drop-ouit ("allelic dropout")

Principai mécanisme : absence
d’amgiification d’un allele due a la
présence d’un polymorphisme (F>1%) ou
d’une mutation (F<1%) au niveau du primer
d’amplification PCR

=> Toujours avoir cecl a I’esprit, d’autant
plus lorsque I’'on met au point une
technique maison (de nombreux logiciels
permettent de limiter ce probleme)



PCR ALLELE SPECIFIQUE (ASP/SSP)

Principle of SQﬁuence -Specific-Primer-(SSP) PCR

2\. .
i =
4

Perfect m —= Amplification Mismatch — no Amplification

&peuﬁc Allel) [unspecific Allel)
Primers specmques@-> amplification d’un allele par réaction PCR g
(2 tubes reactionrels) éf
Exemple d’un I@ﬁterozygote A/B (A sauvage, B mutant) Q&"}
PCR 1A (tube 1) &
& PCR &
Aliele A r&g@‘:&: =) = gfodmt PCRA
eQ&(\Q e
AIIéJé B
P@R 2B (tube 2)
e

Allele A Tl

T =)
Allele B T i




N
@6

PCR ALLELE @SSTSQECIFIQUE (ASP/SSP)

'Q)‘?J

* .
Présence d’un polymorphlsme ou mutation a l'intérieur de Ia@
sequence recomwe par le primer spécifique de 'allele A ;¢

Q
(\Q»

PCR 1A (tube 1c)o° s W % &
& PCR &
Allele A @gg;:q;_: * — — gﬁs de produit
¥ °de PCRA

&
A"eJéeB :—: X

@ 4 h_Jd

PER 2B (tube 2)

e«
Allele A :*:—:

=> Conclusion a tort d’un genqupe B/B genotype (mutant
homozygote), alors que le gsujet est hétérozygote A/B !



PHENOTYPE REELLEMENT POSITIF
GENOTYPE FAUSSEMENT NEGATIF

Example of
allele drop-out

V+ (RH:10)
phenotype but
predicted to be

V- by some

genotyting

platform

L‘l-Dn\.gi—Dal-
66’*ELELE DROP-OUT AS A POSSIBLE CAUSE FOR DISCREPANT
V GENOTYPING
Moulds M', Billingsley L%, Noumsi T" and Ochoa I'

San Marcos, TX, United States of Amerira T ifeShare Blood Centers,
Shreveport, LA, United States of America

Background: The V antigen is common in persons of African descent and its
expression is linked to VS. Because of the relatively high frequency of these anti-
gens in the Black population, sickle cell disease (SCD) patients have an increased
EXpOsure 1_';3Te when transfused with incompletely mafched blood and V negative !,jox Sang
patients often make anti-V. Most RHCE alleles coding for V have a guanine nucleo-
tide (G) at RHCE positions ¢.733 and ¢ 1006; thus, these two positions can be used 201 5; 1 09

to genotype for V. Genotyping to select V negative units for SCD patients may be .
more feasible since anti-V sera are not readily available. (Su pp|1 )- 60

Aims: During validation of the IDCORE-XT (Progenika) genotyping platform, we
noted several discrepancies for the V antigen when compared to HEA (Immucor)
The aim of the study was to perform a root cause analysis to determine which assa N
was producing incorrect results. oo
Methods: A comparison of 139 V5+V+ or V54V— Black blood donors wasg made
between the two genotyping platforms; HEA uses an elongation method \"@ile ID-
CORE-XT uses probe-hybridization for allele detection. When indicated, gsﬁ%hmlaﬁrm
of red cell phenotype was done using several anti-V sera. Genomigsequencing of
RHCE exon 7 was performed to resolve discordant results. Lat '\Osequencin.g‘ was
done on an additional 45 samples genotyped as RHCE'ce73 38, 1006G by HEA in
order to determine the prevalence of the SNP responsible f.rr&‘&e discrepancy.
Results: Using HEA, 10 of the 139 samples (7. genOfyped as homozygous for
RHCE"ce733G,1006T with a prec d phenotype .r:l;é}"vh tV—. These same samples
typed heterozygous (RHCE®*ce733G, 1006T; RHC%\\ 733G, 1006G) by IDCORE-XT

with a predicted phenotype V5+V+. Genomic 5§<|}Jenting revealed the presence of a

X9
polymorphism c.941 near the 5" end .r:fc')@\hn 7 in all 10 samples. An additional

45 samples (90 alleles) that were genotvped®as homozvgous RHCE "ce733G. 1006G by



PHENOTYPE REELLEMENT POSITIF
GENOTYPE FAUSSEMENT NEGATIF

Allele drop-cut

Possible autres origines qu’un
polymorphisme ou une mutation au
niveau d’un primer d’amplification de
PCR => peut apparaitre de maniere
aléatoire en raison de multiples raisons
techniques et environnementales
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PHENOTYPE REELLEMENT POSITIF

GENOTYPE FAUSSEMENT NEGATIF

dropout event. In the latter case, g&wvcr. amplification
failures of specific alleles Uccur,@ﬁ]ruml()nlly (a phenome-
non sometimes referred to \a}g@‘null alleles "’ ). This may
happen when one of lhcrgﬁ’mcn‘. used cannot stably hy-
bridize to its specific coggplementary sequence binding site,
as 1s the case w]u:m:\-};@ the binding sequence on one allele
of the sample 1s dlf‘{tlu]l from the consensus sequence used
to design the %u?nux. due to sequence variants or indels
hitchhiking \&&’?h the target. 10.22.7Q

i\ll:,m@‘\ ely, similar nonrandom amplification failures
can al‘-@aeiuult from polymerase-hindering secondary struc-
tLll;,\@nd uced by polymorphisms, GC u)mu]l ()1 other allele-
\q&u[u features of the target sequence itself," p()*mbl} via a
delaying effect on amplification of the affected allele in early
reaction cycles that result in the competitive preferential
amplification of the alternate allele.'*"” In fact, these phe-
nomena are sometimes purposely exploited, for example, in
the use of GC clamps or the deliberate msertion of mis-
matches to enhance specificity or to selectively amplify and
detect certain targets over closely related alleles or paralog/
ortholog loci.' ™"’

Even though PCR is considered to be a robust technology
that generally provides reliable results, erroneous g_cm)lypct@b
do occur. One problem associated with PCR of Llipl J
genomic DNA is the occasional amplification failure Q\bom
of the two alleles at a given locus, a ph:,11()11&11()1;§°&1111LL1
allele dropout. Allele dropout has long been 1u,%_@ﬂm,d as a
potentially important problem for PCR- btisn,di‘appllmtmns
(see Schulze et al” and Comey and Budo@\qt ). and recent
Clinical Laboratory Standards lmutul@b(LLSl guidelines
recommend that assay dev Lll)pl]ng@ and quality control
should include measures Lilmwko‘bu bt)lh detecting allele
dropout and minimizing its ggcurrence.’ In a competitive
reaction such as PCR, failygg*of amplification of one of two
alleles at any single tagget locus may be due to either
sequence independend Tactors or allele-specific sequence
varations. In the 4@rmer case, 1t might be caused by a va-
riety of sun'lpliﬂge’hndh)r molecular events (eg, variations in
DNA extraggth quantity or quality, presence of PCR in-
hibitors, griations in pipetting volumes of reagents or

templg®s, imprecisions mn thermocycler temperatures, elc.)
ocagPring unpredictably and independently of the patient’s
gonotype and are expected to alfect either ol the two alleles
Yol a genome with equal probability. Such cases are
usually not reproducible, and reanalysis of the sample might

e

often provide acceptable results with resolution of the allele
dropout event. In the latter case, however, amplification
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CAS N°1
» Patiente avec un groupe rare K+k-
* Deux fiiles K-

* Qu’en pensez-vous ?



CAS N°1
 Patiente K+k-

e Deux filles K-

Exclusion
apparente de

@ maternité %




CAS N°1
» Génotypage KEL : KEL*01/KEL*02 =>
phenotype K+k+ attendu !
» Sequencage du gene KEL : mutation
responsable d’un allele KEL*02 non

fonctionnel => allele k silencieux



CAS N°1

7.4 % des sujets K+k- portent un aIIeIe k silencieux !

(KEL*02N) en France
(Martin-Blanc S. Transfusion 2013)
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CAS N°2

» Patient de 37 ans d’origine européenne

 D+C-E-c+e+ mais resultat atypique pour D
- 4+ avec réactif monoclonal anti-D = "
- 1+ avec réactif anti-CDE

e CNRGS
- 4+ avec réactif monoclonal anti-D
- Neégatif avec anti-D polyclonail

= Profil de reactivité inattendu !




CAS N°2

Investigations moléculaires

Pas de gene RHD !

Comment alors expliquer la forte réactivite
D avec certains clones d’anti-D?

Quand on ne comprends pas ce qui se
passe du cote du gene RHD, on investigue
le gene RHCE...



CAS N°2

* RHCE : exon 5 RHCE remplaceé par exon 5 RHD
(conversion génique)

RHD {délété) RHCE p

— Allgie hybride RHCE*ce-D(5)-ce, également dénommeé
FHCE*ceHAR. Haplotype appelé R Har et phénotype
DHAR

— Code pour quelques épitopes de D {D partiel) et pour
un antigene privé (RH33, DHAR)

= Fortement positif avec certairns clones anti-D (MS201,
NaTH28-3C11)




CAS N°2

RHD (délété) RHCE

> /AR EHEHEHEHE-
- /A AHEHEHEHEHEHEHEHE -
d/d RHCE *ceHAR/RKCE *ce

Surtout retrouvé chez les Européens, avec une
prévalence plus importante en Allemagne et Est de la

France
Doit recevoir du sang ! negatif !

D’autres alleles RHCE peuvent exprimer des épitopes D :
RHCE*ceCF (Crawford), RHCE*ceSL, RHCE*ceRT




CONCLUSION



QUE FAIRE Sl UNE DISCORDANCE EST
MISE EN EVIDENCE OU SUSPECTEE

 Techniques speécialisees requises :
sequengage d’ADN genomique et parfois
étude de ’'ADNc apres extraction de ARNmM

* Certains cas demeurent toutefois
inexpliqueés, malgre toutes les
investigations engagees !



PRINCIPAUX MESSAGES

Le phénotypage esi censeé étre le « gold standard »
mais il peut aussi étre sujet a des faux positifs et
faux négatifs !

Le génotypage permet seulement de prédire le
phénotyge

Les alieles silencieux sont la principale source de
faux positifs pour le génotypage ; I’allele dropout est
la principale cause de faux négatifs pour le
génotypage => suivi +++ dans le temps des
dispositifs de génotypage et dans differents types de
populations. Important de rapporter toute anomalie
au fabricant et si nécessaire initier une
reactovigilance
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