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Allo-immunisation = réponse immunitaire vis-a-vis d'un antigéne étranger

Production d’anticorps contre un antigene de groupe sanguin a la suite d'une
hémorragie feeto-maternelle (HFM) pendant la grossesse

Fréquence de ’'HFM

4 % des le 1¢" trimestre
12 % au 2°™e trimestre
45 % au 3°me trimestre
60 % a I'accouchement

Situations a risque hémorragique

IVG, FCS, GEU, manceuvres, traumatisme



Estimation du volume de I’'HFM par le test de KLEIHAUER

© American Society of Hematology '

>

A ’ e A ﬂ

O. Bouix DDPSL sept 2009




Rh-

Rh+

L'Allo-Immunisation Feeto-maternelle (AIFM)

GROSSESSE INDEX

Passage d’hématies foetales dans la
circulation maternelle (3¢ T. et accouchement)

Réponse primaire
Allo-immunisation maternelle

GROSSESSE INCOMPATIBLE SUIVANTE

Réponse secondaire
Réactivation et transfert des anticorps vers le foetus

X
Maladie Hémolytique Foetale et Néonatale
(MHFN)
Anémie foetale et néonatale
Ictére néonatal




Les Anticorps en cause

Anti-D (RH1)
+ anti-C (RH2)

70 % des cas dépistés
90 % des cas graves (TIU)

Anti-c (RH4)
Anti-K (KEL1)

moins fréquents, parfois sévéres

Anti-E (RH3)

fréquent, le plus souvent bénin (IgM souvent)

Anti-M (MNS1)
Anti-Lewis (LE)

fréquent, jamais ou exceptionnellement dangereux (IgM)

Anti-Duffy (FY1)
Anti-Kidd (JK1)

rares, le plus souvent bénins

Anti-publics

rares, gravité variable




La prévention de 'AIFM : 1970 - 2005

Prévention ciblée
par injection d’lgG anti-D

v' a 'accouchement si enfant Rh+

v" au cours de la grossesse si situation a risque hémorragique

= Elimination rapide des hématies feetales Rh+ avant
développement de la réponse immunitaire



Epidémiologie de I'AIFM en 2004

1,1 million de

GrOSSESSE St N 160000 __ § avec feetus Rh+ (60%)

(790 000 naissances
vivantes)

95 000 femmes Rh-

femmes Rh- (75 000 > 28 SA)

75 % 25 %
Prévention oubliée ou Hémorragie du 3°me
inadaptée trimestre sans facteur

(accouchement, GEU, IVG, FCS) de risque identifié

Prévalence résiduelle
1/ 1000 naissances

/ Soit ~750 femmes \




Evolution de la prévention 2004 - 2005
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Recommandation de prévention systématique au 3°™m¢ trimestre chez
toute femme Rh- dont le foetus est connu ou présumé Rh+ (grade A)

Cette prévention systématique s’ajoute a la prévention ciblée

- Réduction de 60 a 80 % des immunisations par rapport a la
prévention « ciblée seule »

RHOPHYLAC® LFB

Nouvelle formulation d’Immunoglobuline anti-D (remplace le NATEAD)
Indication pour la prophylaxie systématique au 3°™¢ trimestre



RHOPHYLAC® LFB
Schéma de prévention et systématique

Hémorragies 3¢ T

sans facteurs de risque (1 %)

| | |
| | |
12 semaines 281 Accouchement
semaine
200 >= 200 Pré 1t- P “=
Mg i Mg reyen ion 200 g 200 g
anté-natale selon TK

300 pg



Stratégie actuelle de dépistage de ' ATFM

La Recherche d’anticorps irréguliers (RAI)

RAI RAI RAI RAI RAI
Femme RH-1 1 1 l 1
Pas de | |
prévention ABO-RH-K x 2
systématique Rhophylac
RAI
RAI T o RAI RAI
Femme RH-1 l J, l 1
Prévention | T |
systématique 28 ABO-RH-K x 2
SA Rhophylac Rhophylac
RAI RAI RAI
Femme RH1 l l
sans
antécédents | |
transfusionnels ABO-RH-K x 2
3 mois 6 mois 9 mois



Anticorps passif ou immunisation ?

30 % des identifications d’anticorps

Rhesus Kell Duffy Kidd Lewis MHS P { Lutheran| Antigines RESULTATS
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W = antigéne faiblelweak antigen

Ag HBS, Ac HIV 142, Ac HOV négatifs / HBsAg; HIVI+2 Ab HCV Ab negative _
NOM / NAME: INTERPRETATION ! DATE O'ANALYSE | EXA
-

Notion d’injection, dose et date ? - Notion de RAI négative avant injection ?




Prévention primaire chez la femme RH-1 non immunisée

Information (dépistage, suivi, prévention)

Conjoint RH1
RAI du 1¢f trimestre et du 6 mois (26-28 SA) ———>

ou inconnu

l

Information — Consentement

Phénotype RH du procréateur

Conjoint RH-1 Contréle RAI absence anti-D

et paternité certaine + Génotypage RHD foetal

P T R

Foetus RH1 ou Foetus RH-1
iInconnu
Pas de prophylaxie ‘1' \1’
Injection

Pas de prophylaxie
prophylactique



Suivi Immuno-Hématologique de I'immunisation

Identification
de Ianticorps

A

Titrage

+ Phénotype du .
toutes les 1 a 4

procréateur .
semaines
+ Génotype RHD \
foetal (si anti-D) Anti-D >16
Anti-c,-C,-E Dosage

pondéral

Seuil dangereux
a1pug/mi



Surveillance clinique de l'atteinte foetale

N
il

- Echographie : signes d’anémie mais peu sensibles et tardifs
- Doppler de I’artére cérébrale moyenne (VPS-ACM)

- Rythme cardiaque fcetal

- Amniocentése pour génotypage et indice de Lilley

—> Ponction de sang foetal

# s 3 B B

Figure 4 : mesure de la vitesse maximale au niveau de l'artére cérébrale moyenne



Prise en charge thérapeutique des grossesses immunisées

Mme Bou. Rh négatif - 3¢ grossesse, génotype foetal RH1
- Antécédent de MFIU per-partum par allo-immunisation anti-D. Absence de suivi.

SA 19 21 25 27 28 29 30 30+5 3 semaines

Titre 128 128 128 256 128 256 256 512

Ponderal 4.00 3.63 3.74 3.51 3.95 4.45

(ug/ml)

Echo RAS RAS RAS RAS RAS RAS RAS  RAS

VPS-ACM 1.15 1.32 1.44 1.18 1.13 1.85 1.77

(MoM)
19.4 > 204 >

Ht 253 26.3

Hb (g/d) 7.5 10.2
TIU TIU

Extraction T
ET



Prévention justifiée par le statut RHD foetal

Prévention systématique chez toutes les femmes Rh- (~160 000 / an) ?
Mais environ 40 % ont un enfant Rh- (65 000)

= Probléme de colt : 105 € la dose

= Probleme de sécurité : médicament dérivé du sang / agents infectieux

Moyens de détermination du statut RHD foetal

= Phénotype paternel homozygote ou hétérozygote :
détermination statistique du « génotype le plus probable »

= Phénotype foetal par cordocentése ou biopsie trophoblaste :
risque d'HFM et risque foetal trés élevés

Rh-

= Génotype foetal sur liquide amniotique a 17 - 20 SA ;
? risque éleve

= Génotype foetal sur plasma maternel +++




Les génotypes RHD positifs et négatifs « classiques »

Haplotype Rh positif Haplotype Rh négatif

RHCE RHCE

Protéine D Protéine CE Protéine CE

Génotypes largement majoritaires chez les caucasiens

(fréquence de pseudogénes tres faible (1/5000))



2 pseudogenes aberrants silencieux

1 7 10

Ce*(rs) —@HEHIHIHTHIHHTHEHE—

Insertion Codon
37 bp stop

RHDy  — I —

Fréquents chez les africains (9 % de Rh -)

Discordance génotype / phénotype
Présence du gene RHD - Absence de I'antigene D



L'ADN fcetal dans le plasma maternel

(Lo et al.Presence of fetal DNA in maternal plasma and serum. Lancet, 1997)

= Origine placentaire probable (corrélation ADN feetal / BHCG)

= Détectable dés la 7¢me SG. Augmente avec le temps avec des

fluctuations importantes
(1er T - 25 copies/ml, 3.4% ADN total; 3¢me T - 90 copies/ml, 6.2% ADN total)

= Demi-vie trés courte (~16 h). Pas d’interférence avec la grossesse
précédente.

= ADN fragmenté (125 — 300 bp)

Nécessité d’une technique trés sensible pour son analyse



Méthode de génotypage

= Extraction sur colonnes QIAamp® MinElute Virus Vacuum Kit (Qiagen)

= Amplification par PCR Temps réel sur LightCycler® + Kit LC

Tagman® Master (Roche)
= Kit de génotypage Free DNA Fetal Kit® RhD (1JB, marquage CE)

= Exon 7 RHD (amorces et sonde) . R :
Séquences spécifiques et conservées (120 bp)

eu influencé par mutations et hybrides
= Exon 10 RHD (amorces et sonde) . y %

7 10

= Contréle Maize DNA + exon IVR2 Maize (amorces et sonde)

= ADN contréle RHD positif et négatif



Absolute Quantification

Format de résultats

| Channel (640/530) ~ Color Compensation ~ Froaram (2] ~

J Method [Auta) ~ Standard curve (In Run) ~

Samples
‘olor| Pos | Name CP
B 1 TN ex?
2 TP ex? 3529
B 3 E1021578389 ex? 34,24
WM 4 E202157889 ex? 34,29
B 5 TN exl0
B 6 TP exld 36,78
| | 7 E1 02157889 ex10 3553
[ ] 8 E202157889 ex10 36,60

9 TN sy

B 10 TP sw 36,29
B 11 E102157889 sy 37.45
B 12 E2021573839 sy 36,03

Fluorescence (640/530)

Amplification Curves

0,27
0,25
0,23
0,21
0,19
017
0,15
0,13
0,11
0,09
0,07
0,05
0,03

0,01

Exon 7

+ d’ADN <«—

ADN

2

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 43 50

Cycles

Crossing points (Cp) sur 20 témoins positifs :
exon7:36.2%0.6

exon10: 36.5%+ 0.7

IVR2 : 34.7£ 0.8



Interprétation des résultats - Limites de la méthode

Résultats

exon 7

exon 10

Interprétation RHD

Conclusion

4

+

Génotype RHD positif

Génotype foetal RHD positif

(1 seul prélévement aprés

12 SA)

Génotype RHD négatif

Génotype feetal RHD négatif
(a vérifier sur nouveau préléevement
2 semaines apres)

(second prélevement)

Génotype RHD négatif

Génotype feetal RHD négatif

Génotype indéterminé

- + (variant possible type Ces (RhD -), Geénotype RHD fcetal indéterminé
DIVb ou DBT (RhD +)
+++ - "
+ PP precoch Geénotype foetal RHD positif
Mére RhD négatif avec alléle hybride Ces
+++ y . [
- PP precoch Geénotype RHD fcetal indéterminé
+++ +++ Geéne maternel silencieux de type RHDy
CP précoce CP précoce

Génotype feetal indéterminé

Geénotype RHD fcetal indéterminé

(Les témoins négatifs, positifs et mais sont présumés conformes)



Résultats

644 femmes
enceintes

EX47 Ex§I0!
(Cp) (Cp)

(9 238 SA)
‘ > 34 > 34 401 Présence du géne RHD

- > 34 1 Variant probable chez I’enfant. Phénotype RH1?
223 foetus RHD - 421 foetus RHD +
(34.6 %) (65.4%) . - <34 1 Variant d(C)ces chez une africaine
1 1 > 34 <34 5 Variant d(C)ces (3 africaines, 1 antillaise, 1 européenne)
Pseudogéne RHDv probable chez 7 africaines, 1 variant
83 164 . ol = 13 type DEL, 1 D partiel type DVI, 1 D faible, 3 variants
Phénotypes Phénotypes probables
100 % 98.8 %
concordance concordance

2 faux positifs :
Sensibilité = 100 %

> » -1 pseudogéne RHDv probable chez un enfant africain (Cp Ex7 : 36.7; Ex10 : 36.5)

A

Spécificité = 97.6 %
- 1 greffe hépatique donneur RH1 (Cp Ex7 : 36.9; Ex10 : 36.4)



Résultats typiques

Samples

Pos | Name CP Amplification Curves

1 Oex?

2 TPex? 35,61
3 TNex? 18 ,
4 PLASMAT ex? 173 Foetus RHD- T10+ P
5 Repl of PLASMA 1 ex?

E Blanc ex?

7 0exlD

8 TPexlD 36,51
9 TNexlD

10 PLASMA 1 ex10

11 Repl. of PLASMA 1 ex10

12 Blanc ex10

13 02

14 TP w2 34,50
15 TN ivi2 34,33
16 PLASMA 1 ivi2 34,75
17 Repl. of PLASMA 1 ivr2 34,74
18 Blanc ivr2 34,97

Fluorescence (530)

30 a5 40 45 50




Samples

| Pos | Name

CP

1

0~ O O &= WM

1
12
13
14
15
16
17
18

0 ex?

TP ex?

TN ex?

PLASMA 2 ex?

Repl. of PLASMA 2 ex?
Blanc ex?

0 exl0

TP ex10

TN ex10

PLASMA 2 ex10
PLASMA 2 ex10

Blanc ex10

0 ivr2

TP ivr2

TH ivr2

PLASMA 2 ivi2

Repl. of PLASMA 2 ivi2
Blanc ivr2

36,16

34,75
34,65
3515
35,28
34,30

Fluorescence (530)

Amplification Curves

24105

19

Foetus RHD+




Samples

| Pos | Name CP
1 Oex?
2 TPex7? 35,72
3 TNex?
4 PLASMA 4 ex?
5 Repl of PLASMA 4 ex?
6 PLASMAS ex? 27,60
7 Repl. of PLASMA S ex? 26,82
8 Blanc ex?
9 OexlD
10 TPex10 37.75
11 TN ex10
12 PLASMA 4 ex10
13 Repl of PLASMA 4 ex10
14 PLASMAS ex10 27,85
15 Repl. of PLASMA S ex10 27,06
16 Blanc ex10
17 0ivi2
18 TP w2 33,69
19 TN ivi2 33,95
20 PLASMA 4 iwvi2 3363
21 Repl. of PLASMA 4 w2 34 66
22 PLASMAS w2 3357
23 Repl. of PLASMA S ivi2 33,90
24 Blanc ivr2 34,52

Fluorescence (530)

Amplification Curves

Variant RHDy

ex10+

20 25 30 35 40 45




Littérature

= Nombreuses publications depuis la découverte de Lo ef al. en 1997
= Spécificité > 95 %. Pieges subtils (greffons RHD+)

= Applications
= Justification de la prévention des AIFM,
= Justification de la prévention dans les situations a risque d’HFM,
= Pronostic feetal chez les femmes déja immunisées,
= Diagnostic du sexe feetal (SRY) et Maladies liées a I'X (Hémophilie, Duchenne ...)
= Rapports isolés : Steinert, thalassémies, HbE, Huntington, translocations
chromosomiques,

= Trés récemment, diagnostic de mutations ponctuelles (SNP, Single Nucleotide

Polymorphism) : Finning et al. Fetal genotyping for the K and Rh C, ¢, and E blood groups on cell-free

fetal DNA in maternal plasma. Transfusion, 2007



Perspectives

= Automatisation et tracabilité (extraction MagnaPure, amplification en microplaque)

= Témoin ADN fecetal

= Détection spécifique des variants RHD

= Nanotechnologies ?

Maolécule

//Sv' uorescente Signal de la fluorescence
| rins d" ‘ .

ADN
du prélévement

Support

Pas de signal lumineux

k)

ADN (o
sonde r

Support

C. Fournier-Wirth, J. Coste.
Fitting new technologies into the safety

paradigm: use of microarrays in
transfusion

J. Biologicals 2007



