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Résumé

Le génotypage RHD feetal sur plasma maternel est une méthode novatrice et non invasive dont le principe
découle de la présence avérée d’ADN feetal a I’état libre dans le plasma maternel. Les indications étaient
limitées aux patientes alloimmunisées anti-RH1 pour adapter la surveillance et n’appliquer une surveillance
spécialisée qu’aux feetus RH1, pour s’étendre ensuite aux patientes RH:-1 non immunisées afin de limiter
I’injection d’immunoglobulines anti-RH1 aux seules patientes porteuses d’un feetus RH:1 et d’éviter les
prophylaxies prénatales inutiles. Plusieurs études dans la littérature ont démontré une excellente concordance
entre le génotype RHD fcetal prédit et le phénotype RH1 observé a la naissance.
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Abstract

The fetal RHD genotyping from maternal plasma is a non-invasive innovative method based on the presence
of cell-free fetal DNA in pregnant women plasma, therefore accessible simply through the collection of a
maternal peripheral blood sample. It allows the determination of fetal RH1 status in RH1sensitized RH:-1
women in which further surveillance is required. It is also proposed for RH1 negative pregnant women to
restrict the use of anti-D immunoglobulins only to those bearing an RH1positive fetus. Several studies have
pointed to the accuracy of fetal RHD genotyping with an excellent genotype/phenotype concordance.

Key words: Rhesus D (RH1); Genotype; Pregnancy; Fetus
.1
Caeall Culli dsa g e W gae ally 55 e 55 She Ay sl 4 el Lo 3Bl (e 2salall (pisl RHD () el
ilea) (sl La D) G s JS5 B il (g 55l
L) pe Gl WY ae 41 all CopSs aal RH1 J 8alias delic 550 (oampall dndlSa o i <l i pall S
(el s el LD daide
Slels el e o )laBY e liall ol s slall i e aall @l § RH1G Gpenlaall 56 aim jal 43y jlall o3 Clads
Lo a0 Y aaall 1aa 35y sl J8 40650 e el (e s RHL il Jaal

RH1 sl hailly cpiall RHD ad iall sl Jaail) G juS G 68 Akl Silwal) s Sl all e o yelal N
Y ) aie Jas Sl

cinl) 7 Jasll; Suall aaill - (RH) D sl geasitiall culalst)

J.I. M. Sfax, N°26;Juin 17 ; 1-5 1


mailto:ikbeam@yahoo.fr

I.BEN AMOR et al.

1- INTRODUCTION :

Le génotypage Rhésus D (RHD) feetal sur sang
maternel constitue la derniére avancée dans le
diagnostic de la maladie hémolytique du nouveau-
né (MHNN). Depuis sa découverte pour la
premiére fois au début du XVII éme siécle, cette
derniére a connu de nombreusesévolutions dans sa
prise en charge diagnostique et préventive
marquées essentiellement par la mise en place
d’une prophylaxie via I’injection
d’immunoglobulines anti-Rhésus D (RH1) [1].
Cette prophylaxie a pour effet d’éliminer les
hématies feetales RH:1présentes dans le sang d’une
mere RH:-1 et, ainsi, d’éviter le développement
d’une allo-immunisation anti-RH1 qui comporte un
risque pour le feetus lors d’une grossesse
ultérieure.Malgré ces progres, I’incompatibilité
feeto-maternelle due a I’antigéne RH1 reste la
principale cause d’anémie hémolytique feetale avec
ictere néonatal grave. D’autres antigénes
érythrocytaires peuvent, également, en étre la cible,
en particulier RH2 (C), RH3 (E), RH4 (c) et KEL1
(K) [2,3]. La technique du génotypage feetal sur
sang maternel repose sur I’amplification par
polymerase-chain-reaction (PCR) du gene RHD
contenu dans I’ADN feetal présent dans la
circulation maternelle.Elle a bénéficié des progrés
réalisés tant dans le domaine du diagnostic
prénatal,par I’essor des méthodes non invasives,
que dans le domaine de la biologie moléculaire
grace a une meilleure caractérisation moléculaire
des genes des groupes sanguins et des
polymorphismes associés a la plupart des antigénes
érythrocytaires et a I’amélioration de la sensibilité
des techniques d’amplification génique par PCR en
temps réel permettant la détection de tres faibles
quantités d’ADN cible [4,5].

2- HISTORIQUE :

L’historique du génotypage RHD fcetal sur sang
maternel va de pair avec celui du diagnostic
prénatal. 1l a été clairement démontré, il y a plus
d’une cinguantaine d’année, qu’il existe un trafic
transplacentaire de globules rouges dans le sens
foetus-mere [6,7]. Quelques années plus tard, des
lymphocytes feetaux ont été identifiés et isolés a
partir d’échantillons sanguins d’origine maternelle
[8-11].Ces lymphocytes se trouvent en quantité tres
faible et persistent dans la circulation maternelle
pendant plusieurs années apres I’accouchement
[12,13]. Cependant, la détection de ces cellules
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Feetales s’aveére difficile en raison de leur faible
nombre. En 1997, la découverte de la présence de
séquences d’ADN du chromosome Y chez une
femme enceinte par un feetus de sexe masculin a
permis de conclure a la présence de I’ADN feetal
libre dans le sang maternel en quantité relativement
élevée par rapport a celle des cellules feetales
intactes. Cette découverte a inauguré I’ére du
diagnostic prénatal non invasif, qui en se faisant a
partir d’un simple prélévement sanguin maternel,
est devenu plus sécurisant pour I’évolution de la
grossesse [14].

L’ADN feetal libre dans le plasma maternel
provient des cellules du cyto- et
syncitiotrophablastes [15-17]. 1l circule sous forme
de petits fragments d’ADN instable de longueur
inférieure a 200 paires de bases [18]. Il est détecté
dans le plasma maternel a partir de la 7éme
semaine de gestation puis sa concentration
augmente tout au long de la grossesse passant de
3,4 % de I’ADN plasmatique total au début de la
grossesse a 6,2 % a la fin de la grossesse [4, 19]. Il
existe un turn over rapide de I’ADN feetal puisqu’il
disparait de la circulation maternelle aussitt apres
I’accouchement [20-21].

Cependant, I’ADN fcetal libre ne représentant
gu’environ 10% de I’ADN acellulaire contenu
dans le plasma maternel,la présence de taux élevés
d’ADN maternel provenant des cellules sanguines
peut, conséquemment, rendre difficile la détection
des alléles feetaux d’origine paternelle [22]. Cette
difficulté a été contournée grace aux avancées
technologiques dans le domaine de la biologie
moléculaire. En effet, les techniques de PCR en
temps réel permettent d’atteindre des niveaux de
sensibilité élevés pour la détectionde quantités
infimes d’ADN cible. Plus récemment, la PCR
digitale,dérivée de la PCR quantitative en temps
réel, représente une technologie novatrice et trés
sensible permettant la détection des alléles rares et
leur quantification absolue en s’affranchissant de
I’utilisation de standards et de normalisateurs [23].

Parallélement, les genes codant pour les protéines
du systeme Rhésus ont été séquencés en totalité. Ce
qui a permis d’analyser les bases moléculaires des
phénotypes D positif et D négatifs et des variants
de I’antigéne D. Ces résultats sont tres utiles pour
une prédiction fiable du phénotype RhDa partir du
génotypage de I’ADN [24-26].

Le premier test de génotypage feetal a été
développé par Bennet et al et a consisté a la
détermination de la présence ou I’absence de I’exon
10 du gene RHD par PCR réalisée sur de I’ADN
feetal isolé & partir de préléevements invasif
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d’aminiocytes ou de villosités choriales. Ce qui
n’est pas dénué de risques pour le feetus et peut
provoquer I’aggravation de [I’alloimmunisation
préexistante [27-31].

3- ALLOIMMUNISATION RH1 ET
IMMUNOPROPHYLAXIE ANTI-RHL1 :

L allo-immunisation anti-RH1 est devenue une
pathologierare. Néanmoins, elle constitue encore la
premiére cause de maladie hémolytique feetale et
néonatale (MHFN) séveéreet la principale indication
de la transfusion sanguine intra-utérine et de
I’exsanguino-transfusion [32-35].

Elle est secondaire a la synthese d’allo-anticorps
(Ac) anti-RH1 de type 1gG (essentiellement 1gG1
et 1gG3)chez une femme RH:-1 suite a une
transfusion incompatible ou a une grossessepar
passage transplacentaire d’hématies feetales RH1
dans la circulation maternelle [36]. Le passage de
ces Aca travers le placenta entraine chez le feetus
puis le nouveau-né RH1 une hémolyse extra-
corpusculaire par destruction exagérée des globules
rouges. Les conséquences de I’hémolyse néonatale
peuvent étre gravissimes du fait des séquelles
neurologiques et psychomotrices qu’elle peut
engendrer par I’accumulation de bilirubine libre et
liposoluble au niveaudes noyaux gris de la base du
crane (ictere nucléaire).

La prévalence de I’allo-immunisation anti-RH1
dépend de la répartition des groupes sanguins dans
le systéme Rhésus D. Ainsi, elle est plus fréguente
chez les caucasiens qui ont I’incidence la plus
élevée du phénotype RH:-1 (15- 17 %) et est rare
dans les autres groupes ethniques: 5 % chez les
noirs africains et 3 % chez les asiatiques [37]. En
Tunisie, le groupe RH:-1 représente en moyenne 10
% de la population [38,39].

Depuis la généralisation de la prévention par
injection  des  gammaglobulines  anti-RH1,
I’alloimmunisation anti-RH1 a connu une baisse
spectaculaire dont I’importance dépend du
protocole choisi: ) prévention & la naissance pour
les femmes RH:-1 de nouveau-né RH1 associée a
une prévention ciblée au cours de la grossesse sur
facteurs de risque d’alloimmunisation (fausses
couches, métrorragies, grossesse extra-utérine,
interruption volontaire de la grossesse, traumatisme
abdominal, biopsie de villosités choriales,
amniocentése, ponction de sang feetal, cerclage du
col, version par manouvres externes, mort feetale in
utero, traumatisme abdominal)® prévention & la
naissance et protocole systématique a partir de 28
semaines d’aménorrhée.
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Quel que soit le protocole utilisé, il persiste des
échecs de la prévention. Ainsi, I’application stricte
des protocoles est indispensable pour espérer
réduire I’incidence des allo-immunisations.

4- INDICATIONS DU GENOTYPAGE RHD
SUR SANG MATERNEL :

L’application la plus importante du génotypage
feetal sur sang maternel est la prédiction du
phénotype RH1 du feetus, chez les femmes
enceintes immunisées contre I’antigéne RH1, afin
d’évaluer le risque de maladie hémolytique du
feetus et du nouveau-né. Il permettrait d’adapter la
thérapeutigue et de ne s’engager dans des
surveillances lourdes et codteuses qu’en cas de
nécessité.

La deuxieme application de ce test est la
détermination  du statut RH:1 feetal chez les
patientes RH:-1 non immunisées afin de limiter
I’injection  d’immunoglobulines anti-RH1 aux
seules patientes porteuses d’un feetus RH:1 et
d’éviter les prophylaxies prénatales inutiles pour
les femmes RH:-1 portant des feetus RH:-1. Cette
approche permettrait de diminuer d’un tiers
I’utilisation d’immunoglobulines chez les femmes
RH:1. En effet, les immunoglobulines
actuellement commercialisées proviennent
essentiellement de donneurs sains d’Amérique du
Nord, hyperimmunisés et rémunérés. Par ailleurs,
en tant que produit biologique d’origine humaine,
les femmes peuvent étre exposées a des effets
indésirables sous forme de trés rares réactions
allergiques et d’hypersensibilité. Le risque viral est
extrémement faible grdce a des méthodes de
préparation et de fabrication trés sécurisées.
Néanmoins, une possibilité de transmission virale
ne peut jamais étre totalement exclue, notamment
avec des virus non encore répertoriés. C’est
également le cas pour le prion. Dans tous les cas,
I’exposition inutile a des produits dérivés du sang
doit étre évitée autant que possible surtout que leur
disponibilité est limitée et leur colt est élevé [40-
41].

5- PRINCIPES TECHNIQUES :

Le principe du test repose sur la recherche d’un
géne RHD actif dans le génome feetal mais absent
du génome maternel. Les techniques utilisées
testent plusieurs régions du gene RHD afin de
détecter les variants les plus fréquents [42]. Cette
obligation technique découle directement de la
complexité du géne RHD et de la multitude des
formes génotypiques associées au phénotype
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RH:-1. Ce dernier, caractérisé par I’absence de
I’antigéne RH1 a la surface de I’érythrocyte, peut
étre le fait de trois mécanismes moléculaires
principaux dont la prévalence est variable en
fonction des populations: la délétion totale du géne
RHD dans les populations européennes et
chinoises, le pseudogéne RHDv et le géne hybride
RHD-CE-D dans les populations africaines [25,42].
Ainsi, au vu d’une littérature riche et croissante,
plusieurs approches ont été développées utilisant
différentes combinaisons parmi les exons 4, 5, 6, 7
et 10. Les amplicons des exons 4, 5 et 6 sont
strictement spécifiques d’un géne RHD actif.
L’amplicon de I’exon 7 est spécifique du gene
RHD actif et du pseudogéne RHDy inactif.
L’amplicon de I’exon 10 est commun des 3 formes
RHD actif et du pseudogene RHDwy inactif et
RHD-CE-D®.De plus, des controles
d’échantillons (CCR5 témoignant de la présence
d’ADN d’origine maternelle et feetale dans
I’échantillon testé et de I’absence d’inhibiteurs,
SRY : spécifique d’ADN feetal et présent
seulement chez les feetus de sexe masculin) et des
contrbles positifs et négatifs (positif, négatif et
blanc) sont testés a chaque série. Ces différents
amplicons sont révélés grace a des sondes
d’hydrolyse spécifiques de chaque exon amplifié.
Pour attribuer ces amplifications au génome feetal,
les cinétiques de fluorescence des exons amplifiés
doivent montrer des valeurs de cycles seuil (Ct)
hautes (>38) compatibles avec les faibles quantités
d’ADN feetal circulant[43-47].

Cette technique est actuellement mise au point et
validée dans de nombreux pays occidentaux avec
une excellente corrélation entre le génotype RHD
foetal prédit et le phénotype RH1 observé a la
naissance. Ces résultats ont ainsi favorisé le
développement d’autres tests pour cibler les Ag C,
E, ¢ et K également impliqués dans
I’incompatibilité foetomaternelle sanguine
[48].Aujourd’hui  des trousses commerciales
marquées CE sont disponibles (Free DNA fetal kit
RHD, institut de biotechnologie J.Boy, Reims,
France)pour réaliser le test sur des échantillons de
sang a partir de la 12°™ semaine d’aménorrhée
[46].

6- CONCLUSION:

Aujourd’hui, la connaissance des génes et des
bases moléculaires des groupes sanguins
érythrocytaires fournit la possibilité de prévoir la
présence ou I’absence d’un antigéne via la
détermination de son génotype et ainsi pallier les

J.I. M. Sfax, N°26;Juin 17 ; 1-5

risques du prélevement invasif feetal. Avec cette
approche, il est possible de formuler, avec certaines
limites, un phénotype déduit du génotype
érythrocytaire. D’un point de vue économique, il
serait judicieux d’étudier I'impact économique de
la prise en charge des patientes RH :-1 dans notre
population face a une prophylaxie moins onéreuse
dont I’efficacité clinique est démontrée.
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