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INTRODUCTION

Génotypage non invasif des groupes sanguins
foetaux : outil essentiel proposé dans le suivi IH de Ia
femme enceinte.

Disponible pour quels types de genes de groupes
sanguins érythrocytaires ?

A quel terme ?
Dans quelles indications ?

Interprétation du résultat



LE GENOTYPAGE RHD FOETAL NON INVASIF



GENOTYPAGE RHD
BASE MOLECULAIRE

e Lelocus RH s’étend sur 450kb et contient les génes RHD et RHCE (10 exons/10 introns) orientés en tandem
inversé et séparés par SMP1
Le géne RHD code pour une protéines de surface non glycosylée comportant 12 domaines

transmembranaires

RHD RHCE

locus RH protéine RhD

NH2
COOH
e Existe de nombreux alleles RHD conduisant a une absence de protéine RhD (417)

RHd

>99% des caucasiens RH-1
18% des africains sub-sahariens RH-1

RHDpsi _q}_l
66% des africains sub-sahariens RH-1

Pas protéine RhDO risque
d’allo-immunisation
ou
— d’'incompatibilité
foeto-maternelle

D-CE(4-7)-D (Cde)

15% des africains sub-sahariens RH-1




GENOTYPAGE RHD
PRINCIPE
AMPLIFICATION DE SEQUENCES RHD FOETALES

Extrait d’ADN de plasma/serum maternel
(pool d’ADN circulant maternel et foetal)

Amplification

Amplification positive Amplification négative
1-tardive FCGETUS RHESUS RHD NEGATIF
FGETUS RHESUS RHD POSITIF (diagnostic par défaut)

Car : ABSENCE DE SEQUENCE DU GENE
RHD CHEZ LA MERE RH-1

2-précoce
MERE POSSEDANT UN ALLELE RHD
SILENCIEUX



GENOTYPAGE FOETAL RHD
REALISATION

I- Test basé sur

1-I'utilisation du Free DNA fetal kit RHD® kit de I'institut Jacques Boy

contenant des témoins négatifs et positifs (CQl) et qui permet I'amplification de
3exonsRHD: 5,7 et 10

1 ADN traceur (mais) qui valide I'étape d’extraction
Rouillac- Le Sciellour etal , TCB, 2007

2-I"utilisation d’un témoin positif fabriqué maison (CQl) qui reflete le signal
d’amplification foetal

3-Amplification d’'un exon suplémentaire pour les patientes possédant un allele RHDY :

I’exon RhD exon 6 Finning et al , Transfusion , 2002

4-Si le signal d’amplification est d’origine maternel, extraction d’ADN maternel et
amplification du gene RHD pour distinguer les différents alléles silencieux RHD

lI-Pour prévenir le risque de faux négatif, tous les examens trouvés négatifs sont
confirmés sur un second prélevement



GENOTYPAGE FOETAL RHD NON INVASIF
EN PRATIQUE

Amplification par PCR des séquences spécifiques du gene RHD :
-EXON 10 (plus sensible mais moins spécifique)

- EXON 7 (plus spécifique mais moins sensible)
- EXON 5 (permet I'exclusion d’un maximum de variants

silencieux du gene RHD )

Les 3 amplifications distinctes permettant d'augmenter la sensibilité du test et détecter un

maximum de variant RHD




GENOTYPAGE RHD FOETAL

INDICATIONS

Femme immunisée
anti-RH1

Réalisation a partir de 12 SA

<N

Foetus RHD+ Foetus RHD-
Incompatibilité exemption de
foeto-maternelle .

A surveillance
légitime

surveillance lourde

Besoins:
- certitude des positifs
- certitude des négatifs
- diagnostic précoce

Femme RH1 négatif non-immunisée

Avant amniocentése Prophylaxie systématique de
la 28¢™M€ semaine

Réalisation 8-15 jours avant Réalisation avant 26 SA
le geste

Foetus RHD+ Foetus RHD- Foetus RHD+ Foetus RHD-

injection 1gRH 4jjte injection injection e):z‘r;;iiliz: ::
aussitot apres IgRHa28SA P

amniocenteése d’IgRH surveillance
(40%)

Besoins:
- certitude des négatifs
- diagnostic avant 26SA




LE GENOTYPAGE KEL1 FOETAL NON INVASIF



GENOTYPAGE KEL1
BASE MOLECULAIRE

-Gene KEL est constitué de 19 exons et 19 introns et code pour glycoprotéine
transmembranaire (23 antigenes)

KEL1 (K=Kell) et KEL2 (k=Cellano)

*+—3al193 KEL2 (Thr)/KEL1 (Met)

Extracellulaire

Intracellulaire GR

-aa 193 est codé par I'exon 6

KEL2 (Thr) . KEL1 (Met)

»

Mutation de substitution
(transversion)

e AAC C QAT G AGAe e AAC C QAT G AGAEé
eTTG G GAC TCTe eTTG G GAC TCTE




GENOTYPAGE KEL1 FOETAL
INDICATION

-Risque d’anémie foetale sévere fonction du

_ titre de I'anticorps anti-KEL1 maternel et I'age
anti-KEL1 gestationnel : risque d’anémie foetale sévere
des 16 SA

-Surveillance clinique spécifigue démarrée a
partir d’un titre supérieur au 1/32 (50 % des
patientes)

Femme immunisée

- Réalisation a partir de 13 SA
- Proposé lorsque titre en anti-KEL1 > au 1/32
- Conjoint hétérozygote KEL1/KEL2

<\

Foetus KEL1 + Foetus KEL1 - Besoins:
Incompatibilité foeto- i - certitude des positifs
maternelle exemption de

- certitude des négatifs

Loiti : surveillance . P
légitime surveillance - diagnostic précoce

lourde




LE GENOTYPAGE RHc et RHE FOETAL NON
INVASIF



GENOTYPAGE RHc et RHE
BASE MOLECULAIRE

Le gene RHCE code pour 4 alleles majeurs RHce, RHcE, RHCe et RHCE code pour
une protéines de surface non glycosylée comportant 12 domaines
transmembranaires

RHD RHCE

RHC (Ser)/RHc (Pro) \ RHe (Ala)/RHE (Pro)
aalo3 aa226
NH2 COOH NH2 COOH
aa 103 est codé par I'exon 2 aa 226 est codé par I'exon 5
eTTC MTGGG AGGEé e AAC TMCTG CT@G
RHC(Ser) ¢ o A G %A\C CC TCCé RHe (Ala) ¢ 1 g %A\GAC GAG
l Mutation de substitution l

&§TTC TGGG AGGE &6 AAC TCTG CTG
RHc (Pro) ¢ A p G %A\CCC TCCé RHE (Pro) ¢ 1 1 g EA\GACGA@



GENOTYPAGE RHc FOETAL
INDICATION

Femme immunisée 350 patientes/an suivies au CNRHP pour

: : immunisation anti-RH4
anti-RH4 (anti-c) 100 patientes avec des taux > a 500 UCHP/ ml

(seuil de déclenchement d’une surveillance
spécifique)
50 patientes avec des taux >a 1000 UCHP/ml
(immunisation sévere)

- Réalisation a partir de 13 SA

- Proposé quelque soit la concentration en anticorps car risque de réactivation
- Conjoint hétérozygote RH2/RH4 (45%)

O\

Foetus RHc + Foetus RHc- Besoins:
Incompatibilité foeto- i : o
materr?elle exemption de certitude des positifs

- certitude des négatifs

légitime surveillance  surveillance . . .
- diagnostic précoce

lourde




GENOTYPAGE RHE FOETAL
INDICATION

Femme immunisée Risque rare d’anémie foetale sévere
anti-RH3 (anti-E) Essentiellement au 3eme trimestre de la

grossesse

- Réalisation a partir de 13 SA
- Proposé pour des taux importants en anticorps > a 500 UCHP/ml conjoint
hétérozygote RH3/RH5

O\

Foetus RHE + Foetus RHE - Besoins:
Incompatibilité foeto- i : o
materr?elle exemption de certitude des positifs

- certitude des négatifs

légitime surveillance  surveillance . . .
- diagnostic précoce




CONCLUSION

Intégration des génotypages de groupes sanguins foetaux dans le suivi IH de la
femme enceinte.

Outil essentiel sur le plan médical chez des femmes enceintes RH1 négatif non
immunisées pour préciser, de fagon certaine, I'existence d’un risque
d’immunisation au cours de la grossesse.

« Conséquences pratiques sur l'immunoprophylaxie au cours de la
grossesse, a propos de cas cliniques du CNRHP »

Dans les allo-immunisations avérées anti-RH1, KEL1, RH3 et RH4 |la connaissance
du génotype foetal permet de faire le diagnostic d’incompatibilité foeto-maternelle
« Valeur ajoutée du génotypage RHD fecetal non-invasif dans la prise en
charge des grossesses compliquées d'une allo-immunisation
érythrocytaire »
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