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INTRODUCTION

|. L’Homme est une chimere

Le mot chimérisme provient de la mythologie grecque ou la chimére est une
créature fantastique composee de plusieurs parties de différents animaux. Généralement,
elle est représentée avec un corps de chevre, une téte de lion et une queue de serpent
(Figure 1).

Figure 1 : Représentation d’une chimére

En génétique, le chimérisme correspond a la présence de plusieurs génotypes
différents dans un méme organisme, sous diverses formes, cellules ou ADN. On
distingue diverses sources de chimérisme que 1’on peut qualifier de « iatrogene » ou de
« naturel ».

Le chimérisme « iatrogene » peut s’observer lors de transplantations d’organes [1]
ou encore lors de transfusions sanguines (Figure 2). Le chimérisme « naturel » fait
référence a celui observé lors de la grossesse pour décrire la présence de cellules feetales
chez la mére venant d’un échange transplacentaire (Figure 2). On parle alors plutét de
microchimeérisme (Mc), qui correspond au chimérisme en petite quantité. Cet echange
est bidirectionnel entre la meére et son feetus, apportant un Mc feetal chez la mére et

maternel chez I’enfant [2].



Il est a noter que toute grossesse, a terme ou non (interruption volontaire de
grossesse, IVG, ou fausse couche spontanée précoce, FCS) laisse un Mc feetal chez la
mere [3]. Un Mc entre jJumeaux lors des grossesses multiples monochoriales ou non est

aussi possible [4, 5].
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Figure 2 : Source du chimérisme

L’apparition de cet échange transplacentaire est précoce, dés 5 a 6 semaines
d’aménorrhée (SA) [6], ce qui permet 1’étude de I’ADN feetal via un prélévement de
sang maternel. Dés 1979, Herzenberg et al. [7] met en évidence la présence de cellules
feetales dans le sang maternel par tri de cellules marquées par fluorescence (FACS,
Fluorescence Activating Cell Sorting). Cependant la méthode la plus facile pour
détecter du Mc feetal chez une femme est basée sur ’amplification par PCR
(Polymérase Chaine Réaction) d’ADN fcetal et ce, en amplifiant une séquence du
chromosome Y chez des femmes portant un feetus male [8]. Cependant cette méthode
limite 1’étude a du Mc feetal masculin.

La preésence de cellules feetales dans le sang maternel au cours de la grossesse peut
permettre un dépistage de trisomie 21 sans réaliser d’amniocentese. Ce n’est qu’en 2013
que I’Hopital Américain de Paris avec la collaboration du laboratoire d’analyses
américain Sequeman Laboratories propose pour la premiere fois le diagnostic prénatal

non invasif aux patientes porteuses d’un feetus a haut risque de trisomie 21.



Plus étonnant, les cellules feetales et maternelles persistent plusieurs années apres
I’accouchement chez leur hote respectif [9, 10]. Tout individu, de par son passage in
utero, recoit donc des cellules appartenant a sa mere. Et toute femme ayant eu une
grossesse a terme ou non est porteuse de cellules microchimériques feetales.

Cette persistance a long terme pourrait avoir une influence sur la santé de I’hdte. Le
role bénéfique ou néfaste du Mc reste encore trés discuté. En effet il a d’abord été
dépeint comme néfaste, pouvant étre a 1’origine de certaines maladies auto-immunes
chez les femmes telles que la sclérodermie [11]. Ceci étant fondé sur la présence en
quantité plus importante de Mc feetal chez les sujets atteints par rapport aux sujets sains.
Cela expliquerait aussi la prédominance des femmes dans ces maladies.

Cependant, le fait que ces cellules feetales persistent des décennies suggere un
phénotype de cellules souches, ayant la capacité de se différencier, de participer a la
réparation tissulaire et d’accélérer le processus de cicatrisation chez leur hote grace a
I’intervention de signaux spécifiques de recrutement diffusés lors de la Iésion d’un tissu
ou organe [12,13]. Ceci a été démontré dans des modéles murins [14] et suggéré chez
I’Homme [15, 16].

Il. Les complications de la grossesse

Les complications de la grossesse sont variées et ont un impact plus ou moins grave
sur le déroulement de la grossesse et sur le devenir de la meére et du feetus/nouveau-né.
Ce mémoire se concentre sur les syndromes vasculo-reinaux, en particulier la pré-
éclampsie et ses conséquences sur le feetus, notamment le retard de croissance in utero
(RCIU). 1l se focalisera également sur les femmes ayants donné naissance a un

nouveau-né de petit poids pour I’age gestationnel (PAG).

Pourquoi la pré-éclampsie ? C’est I’'une des premieres causes de mortalité
maternelle dans les pays developpés [17], elle touche environ 5% des grossesses en

France.



a. Qu’est-ce que la pré-éclampsie ?

C’est une anomalie placentaire due a un défaut de la placentation dont les
manifestations cliniques apparaissent en général au 3°™ trimestre de la grossesse. Elle
se caractérise, selon la Haute Autorit¢é de Santé (HAS), par 1’association d’une
hypertension artérielle ou HTA (une pression artérielle systolique > 140mmHg et une
pression artérielle diastolique > 90mmHg) et d’une protéinurie supérieure a 0,3g/24h.

Son mécanisme d’installation est multifactoriel et reste encore mal connu. Les
symptdémes seraient la conséquence de deux voies partiellement indépendantes : une
voie touchant certains genes modulant le développement placentaire et une voie
impliquant certains mécanismes résultant d’une anomalie de la disponibilité de
I’oxygene. Ces deux voix seraient coordonnées précocement via le principe de tolérance
immunitaire lors d’une grossesse (permettant 1’installation d’une hémi-greffe dans

I’utérus) [18].

Malgré la progression sur la connaissance de la physiopathologie de la pré-
éclampsie, le seul vrai traitement est I’arrét de la grossesse avec I’extraction feetale et la
délivrance [19]. Cependant, une étude de 2011 montre que 1’utilisation de faibles doses

d’aspirine débutée avant 16 SA réduirait le risque de pré-éclampsie sévere [20].

b. Petit poids pour I’4ge gestationnel (PAG) et retard de croissance in-utéro (RCIU) :

quelle différence ?

Le PAG est défini par un poids isolé inférieur au 10°™ percentile (Estimation du
poids feetal in-utéro par échographie ou lié au poids de naissance). Alors que le RCIU,
associé le plus souvent a un PAG, integre une notion de dynamisme avec un défaut de
croissance (arrét ou infléchissement). 11 faut noter que 80% des RCIU sont tardifs (3™

trimestre) et d’origine vasculaire (insuffisance placentaire).



I1l. Etat des connaissances sur la place du Mc dans les

complications gestationnelles

Le Mc est découvert vraisemblablement pour la premiere fois en 1893 par Chistian
G. Schmorl (1861-1932) [21], pathologiste allemand, qui suggeére la présence de
matériel génétique étranger de I’hdte dans les poumons d’une femme enceinte décedée
des suites d’une éclampsie. Il ne put cependant pas conclure sur le lien entre éclampsie
et Mc.

Une méta-analyse de 2014 [22], montre que la présence d’ADN fcetal circulant est
en plus grande concentration dans le plasma des femmes pré-éclamptiques que de celles
ayant eu une grossesse d’évolution normale, et ce avant I’apparition des signes
cliniques. Elle ajoute aussi que c’est ’augmentation de cette concentration plasmatique
en cours de grossesse qui est associée a I’apparition de cette pathologie. Le taux d’ADN
circulant feetal est corrélé a la sévérité de la pré-éclampsie [23]. Cette méta-analyse
conclue sur le potentiel prédictif du taux d’ADN circulant feetal de I’apparition de la
pré-éclampsie, avant les symptémes cliniques. Cependant, les auteurs soulignent la
nécessité d’une standardisation du protocole d’analyse et de quantification de I’ADN
feetal circulant, du fait d’une grande variabilité entre les différentes études. Enfin, outre
I’ADN feetal circulant, en 2013, une étude montre que les grossesses accompagnees
d’une pré-éclampsie ont aussi, plus souvent, un microchimérisme cellulaire feetal plus

important que les grossesses sans complication [24].

Le mémoire de Camille Sollier, réalisé en 2015 dans 1’équipe Microchimérisme de
Nathalie Lambert, est une revue de la littérature afin d’étudier la cinétique du Mc au
cours du temps [9]. Il est mis en évidence que le Mc est plus important dans les
grossesses pathologiques que dans les grossesses d’évolution normale. Ce Mc est
essentiellement stocké dans la moelle osseuse et son taux dans la circulation sanguine
est plus important a long terme avec la présence d’évenements inflammatoires, auto-

immuns, cancéreux ou lésionnels.



Apres ces différents constats les questions suivantes se sont posées :
Pouvons-nous anticiper dés la 12°™ semaine d’aménorrhée, par dosage du
microchimérisme feetal circulant :

i) une pré-éclampsie chez la femme primigeste ?

i) un retard de croissance intra-utérin (RCIU) ou un petit poids pour 1’age

gestationnel (PAG) chez le feetus ou le nouveau-né ?

Pour répondre a ces interrogations, 1’objectif principal est de montrer que la
quantité de Mc feetal circulant est plus importante dans les sérums des femmes enceintes
pré-éclamptiques que dans celui des femmes enceintes sans complication et de méme
chez celles portant un feetus avec un RCIU ou un PAG.

Pour cela, des sous-objectifs ont été dégagés : comparer le taux d’ADN total et
masculin dans différents groupes de population et corréler le Mc feetal avec les

marqueurs seriques du premier trimestre de grossesse.



MATERIEL ET METHODE

1. Selection des sujets

Sont collectés chaque année a la maternité de I’Hopital Saint Joseph plus de 3000
tubes de sérum issu de femmes venant accoucher. La collection est faite pour les
marqueurs sériques du premier trimestre, donc a 12 SA. L’un des deux tubes est un
échantillon stocké non utilisé conservé pendant une durée d’un an (Annexe I).

La fagon la plus simple de détecter du Mc feetal circulant est d’amplifier une
séquence d’un géne du chromosome Y chez des femmes primigestes, pour ne pas
confondre le Mc fcetal actuel avec celui d’une précédente grossesse, et ayant donné

naissance a un enfant male.

Parmi les 3200 sérums collectés de février 2014 a mai 2015, 104 sérums ont été
sélectionnés au fil chronologique. Les sérums correspondent a ceux de femmes ayant
donné naissance a un garcon, mais également et servant de contréles, les sérums de
femmes ayant donné naissance a une fille, répondant aux critéres d’inclusion suivants :

- étre primigestes (pour ne pas confondre les sources microchimeériques),
- avoir accouché a la maternité de Saint Joseph (pour avoir le suivi de
grossesse complet),
- avoir eu une grossesse unique (pour simplifier la quantification de Mc).
Les critéeres de non inclusion étaient : les femmes ayant des sources iatrogéenes de
chimérisme : antécédent de transfusion ou de greffe. Un schéma récapitulatif résume
notre processus de sélection (Figure 3).

Il n’a été décidé que tardivement d’inclure dans les sélections des sérums, Ceux

provenant de femme enceinte d’une fille et ayant une grossesse pathologique, servant de

second groupe controle, d’ou un effectif réduit a 14 pour ce groupe.



Tubes de sérum (marqueurs
sériques 1% trimestre) prélevé a
Saint Joseph
n=23200

Criteéres d’inclusion et de non
inclusion

Sexe enfant ?

e ™

/

Grossesses avec naissance

dun gargon
n=060
.\"orma/ Xazhologique
Groupe 1 Groupe 2
n=230 n=230

- Primigeste

- Accouchement a Saint Joseph
- Grossesse unique

- Absence de transfusion

- Absence de greffe

Grossesses avec naissance dune
fille (groupes controles)

n=44
.\"ormil/ ﬁthologique
Groupe 3 Groupe 4
n=30 n=14

Figure 3 : Diagramme de sélection des sujets

Chez les patientes sélectionnées, nous avons relevé les données qui importaient a

cette étude selon une grille de recueil établie au préalable (Annexe I1).

Les différents groupes de population ont été définis selon certains criteres présentés

dans le tableau ci-dessous (Table 1).

Grossesses normales

Grossesses pathologiques

- absence de pré-éclampsie

- absence d’hypertension artérielle
(gestationnelle ou antérieure a la
grossesse)

- nouveau-né eutrophe

présence d’une hypertension pendant
la grossesse (plus ou moins présente
en pré-conceptionnel)

présence d’une pré-éclampsie

et/ou un nouveau-né de petit poids
pour 1’age gestationnel (PAG) < 10°™®
percentile

et/ou présence d'un retard de
croissance intra-utérin (RCIU) < 3%me

percentile

Table 1 : Description des différents groupes de population




Les groupes 2 et 4 ayant des grossesses pathologiques se divisent comme sulit :
- Legroupe?2:
o Présence d’une pré-éclampsie dont 3 avec un RCIU associé (n=9)
« HTA dont 1 avec un RCIU associé (n=4)
« RCIU isolé (n=3)
. PAG (n=14)
- Legroupe4:
o Présence d’une pré-éclampsie (n =2)
« HTA isolée (n=1)
. PAG (n=11)

2. Extraction ADN

Afin de préparer les échantillons qui seront analysés par PCR quantitative, I’ADN a
été extrait a partir de sérum avec le kit « High Pure template Preparation » (Roche,
Basel, Switzerland) en suivant le protocole recommandé (Annexe 111). Au total 500uL
de sérum sont extraits et élués dans 100uL de tampon d’élution qui sera testé par PCR
de la béta-globine pour le dosage d’ADN total circulant et par PCR du chromosome Y
pour le dosage d’ADN feetal circulant.

3. PCR quantitative en temps réel

La quantification du Mc masculin est faite par PCR en temps réel grace a
I’amplification d’une séquence spécifigue du chromosome Y, SRY. Le Kkit
«LightCycler 480 Probes Master» est utilisé. Le systeme TagMan pour SRY consiste a
I’amplification d’une séquence du géne SRY avec 2 amorces sens (F) et anti-sens (R)
(SRY-109F, 5°-TGG CGA TTA AGT CAA ATT CGC-3’; SRY-245R, 5’-CCC CCT
AGT ACC CTG ACA ATG TAT T-3’) et une sonde fluorescente (SRY-142T, 5’-
(FAM) AGC AGT AGA GCA GTC AGG GAG GCA GA(TAMRA)-3).

La quantification de ’ADN total circulant est réalisée par une amplification des
genes de la béta-globine, géne de ménage (présent chez tout individu) sur le
chromosome 11. Le systeme TagMan pour la béta-globine (HBB) consiste a
I’amplification d’une séquence du gene HBB par 2 amorces sens (F) et anti-sens (R) (-
globin-354F, 5’-GTG CAC CTG ACT CCT GAG GAG A-3’; B-globin-455R, 5°-CCT



TGA TAC CAA CCT GCC CAG-3’) et une sonde fluorescente (B-globin-402T, 5°-
(FAM)AAG GTG AAC GTG GAT GAA GTT GGT GG(TAMRA)-3).

Selon le principe Tagman, 1’amplification est faite grice a deux amorces et une
sonde fluorescente (Figure 4). La sonde n’émet aucune fluorescence tant que le
fluorophore est a une distance « d » de son Quencher (inhibiteur de fluorescence placé
en 3’ de la sonde). La Taq polymérase synthétise le brin complémentaire d’ADN et a la
particularité d’avoir une fonction 5’ exonucléase. Elle va donc libérer le fluorophore en
position 5’ de la sonde fluorescente. Le fait d’étre libéré 1’éloigne de son Quencher
(distance « D ») et permet au fluorophore d’émettre sa fluorescence. C’est cette
fluorescence qui est alors mesurée et quantifiée. Plus il y a de fluorescence, plus il y
avait d’ADN au départ.

Fluorophore Quencher
Forward PCR primer TagMan
B q Probe 9
$
3
~r—

Reverse PCR primer

Amplification Assay

-----

v-a.e-v—

' Probe displacement
Fluorescence Dw deavage

——

— o ® e w e w e

Wereeeoonw .
Result
' fluorescence
— el P
PCR Products Cleavage Products

Figure 4 : Principe d’une PCR TagMan

Les séquences des génes SRY et B-globine sont obtenues a partir de la banque de
données « GenBank Sequence Database» et leur numéro d’accession est
respectivement : L08063 et U01317.
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La PCR se fait dans un volume final de 20pL (incluant amorces et sondes). Les
amorces et les sondes sont synthétisées par TibMolBiol (Berlin, Germany). Pour chaque
PCR, 5uL de I’ADN extrait des sérums est utilisé. L’amplification de I’ADN est faite
sur des plaques de 96 puits organisés par 1’opérateur et selon un plan établi par ce
dernier. Chaque échantillon est analysé en dupliqua pour la -globine et en quadripliqua
pour le SRY. Des puits de calibration et des contrbles négatifs sont ajoutés en paralléle,
en dupliqua pour chaque analyse. Le facteur de conversion 6,6pg d’ADN par cellule, est
utilisé pour exprimer les résultats en nombre de copies. Les résultats sont exprimés en
copies ou génomes équivalents de cellules par mL de sérum (gEg/mL).

Les profils thermiques utilisés sont identiques pour les systémes TagMan B-globine
et SRY : 2 min d’incubation a 50°C, un cycle de dénaturation de 10 min a 95°C, 40
cycle d’amplification de 15 s 2 95°C et 1 min a 60°C.

4. Analyse statistique

Les tests statistiques utilisés sont :

- Le test Mann Withney pour les évaluations de quantification de Mc

- Le test du Chi? pour les évaluations de fréquence de Mc

- Le test de Fisher (quand les effectifs théoriques sont inférieurs a 5 et les conditions
d’applicabilité du test du Chi2 ne sont plus satisfaites)

- Le test de Spearman pour les évaluations de corrélation

- Une courbe ROC (Receiver Operating Characteristic) pour évaluer la sensibilité et
la spécificité des facteurs prédictifs (SRY, PAPP-A, B-HCG).

Les résultats obtenus sont considérés comme significatifs quand la p value est inférieure

ou égale a 0.05.
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RESULTATS

1. Description détaillée de la population étudiée

A la suite du recueil de données, certaines caractéristiques telles que le mode
d’accouchement, le terme d’accouchement, le poids de naissance de I’enfant et 1’age
maternel, ont été analysées dans chaque groupe (Table 2).

L’age maternel n’est pas différent entre les différents groupes.

Le taux de césarienne est plus élevé chez les femmes ayant donné naissance a un
gargon, avec une grossesse pathologique comparées aux femmes avec une grossesse
normale (Groupe 2 versus Groupe 1, p=0.052). Cette différence n’est pas observée chez
les femmes ayant eu une fille (Groupe 3 versus Groupe 4, p=0.40).

De plus, le Groupe 2 a plus souvent un accouchement avant terme (p=0.052)
comparé au groupe de grossesses normales. La encore, ce phénoméne n’est pas observé
chez les femmes ayant eu des filles.

Les marqueurs sériques classiquement testés a la 12°™ SA, PAPP-A et B-HCG
peuvent prédire les complications de grossesse. Une augmentation de PAPP-A est
observée chez les femmes ayant eu une fille et dont la grossesse était normale
comparées aux femmes ayant eu un garcon (Groupe 3 versus 1, p=0.0024). De plus, une
diminution du taux de PAPP-A est observée dans les grossesses pathologiques des
femmes ayant donné naissance a une fille (Différence marginale p=0.056). Il n’y a
aucune différence notable entre les groupes pour la B-HCG.

Le poids de naissance du nouveau-né est statistiquement plus faible quand 1’enfant
est issu d’une grossesse pathologique quel que soit le sexe de I’enfant (p<10“et p<10°,
chez les femmes ayant donné naissance a un garcon et a une fille, respectivement). Il est
aussi a noter une corrélation positive entre le poids de naissance du nouveau-né et le

taux de PAPP-A (data non montrés Spearman p=0.04).
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Femmes ayant un gargon

Femmes ayant une fille

Groupe 1 Groupe 2 P Groupe 3 Groupe 4 P
n=30 n=30 value n=30 n=14 value
D
£ 3 " rang] 31 30 29 29
o oyenne, [ran ns ns
S % Y J [24-42] [19-47] [20-41] [23-37]
% ~—
Voie basse, n (%) 24 (80) 17 (57) 0.052 24 (80) 13 (93) ns
spontanée, n 18 13 19 9
g extraction 6 A . A
% instrumentale, n
g Césarienne, n (%) 6 (20) 13 (43) 0.052 6 (20) 1(7) ns
g raison médicale, n 2 8 0 0
Q
'g en cours de travail, n 4 5 4 1
pour refus voie
0 0 2 0
basse, n
Dépassement
P 7(23) 2 (6.6) 9 (30) 2 (14)
2 (>41SA),n (%)
Q
£ Aterme
= 23 (77) 23 (77) 20 (67) 12 (86)
2 (37 - 41 SA), n (%)
Q
&  Prématurité
=§ 0 (0) 5 (16.7) 0.052 1(3) 0 (0) ns
ﬂé (< 37SA), n (%)
©  Moyenne, 39.9 38.6 40.1 39.8
= Y/
[rang], SA [37-41.7] [26-41.4] [35.4-42] [38.3-41.7]
§ PAPP-A : moyenne, 0.91 1.13 1.40 0.98 0.056
ns .
= 2 [rang] [0.25-2.08] [0.55-2.75] [0.37-3.29] [0.49-1.84]
N 177)
172 1
£ E
g = B-HCG : moyenne, 1.18 1.38 1.29 1.49
S - ns ns
g [rang] [0.15-2.71] [0.40-4.13] [0.42-2.87] [0.37-7.24]
o~
ug £ Moyenne, 3426 2704 04 3282 2842 10
c ) )
8 g [rang] [2700-4430] [455-3670] [2780-3410] [2450-3310]
o =
[a 1

Table 2 : Description des sujets sélectionnés
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2. Analyse du Mc masculin chez les femmes primigestes

Dans les quatre groupes les taux d’ADN masculin ont été quantifiés. Les quantités
sont comparees entre les groupes (Figure 5).

Les femmes ayant donné naissance a des garcons ont plus souvent du Mc masculin
que celles ayant donné naissance a des filles (Groupel+2 versus Groupe 3+4, 85%
versus 41%, p=0.000007).

Chez les femmes ayant eu un garcon (Groupes 1 et 2), les quantitées d’ADN
masculin (SRY) sont statistiquement plus élevées chez celles ayant eu une grossesse
pathologique (Groupe 2) comparées a celles ayant eu une grossesse normale (Groupe 1).
Toutefois aucune pathologie ne se distingue comme ayant un Mc masculin
statistiquement plus élevé, méme si une tendance a des quantités plus élevées est vue
dans la pré-éclampsie et PAG ( carrés verts et transparents, Figure 5). La fréquence de
femmes positives pour le Mc masculin est également plus élevée dans le groupe 2 (97%
versus 74%, p<0.01).

Il est également observé la présence de Mc masculin dans les sérums de femme
ayant donné naissance a une fille (Groupes 3 et 4), et cette présence est
significativement plus importante chez celles ayant eu des complications de grossesse
(Groupe 4), tant d’un point de vue fréquence de femmes positives pour SRY (86%
versus 20%, p<10) que d’un point de vue quantité par mL de sérum (Moyenne : 246
gE/mL versus 68 gE/mL, p<107).

pvalue

it 0,01 <10+
S’i’:ﬁ;‘;"f 74% 97% 20% 86%
3000+
Og
2000+ -
p=0,007 p<107 M Pré-éclampsie
—1000-
§ 600 B 5TA
@
x = B rcu
® =
£ 400
= O] PAG
> o !
S
% 200 & s A
O Gopeo _%V
R /v
—4

Groupe 1 (n=30) Groupe 2 (n=30) Groupe 3 (n=30) Groupe 4 (n=14)

Mesure du taux d’ADN masculin circulant par PCR-quantitative (polymerization chain reaction) du géne présent sur le chromosome Y,
SRY (Sex-determining Region of Y-chromosome). Les échantillons proviennent de sérum appartenant a des femmes primigestes entre 12
et 14 semaines d’aménorrhées, ayant eu soit un gargon (Groupe 1 et 2) soit une fille (Groupe 3 et 4) et/ou ayant eu une grossesse soit
d’évolution normale (Groupe 1 et 3) soit se compliquant d'une pathologie placentaire ou d’un petit poids de naissance pour l'age
gestationnel (Groupe 2 et 4). Les barres rouges représentent la médiane avec les différents quartiles. Toutes les p values ont été calculées
en utilisant le test statisique Mann Whitney et du Chi® par comparaison de Groupe 1 a Groupe 2 et de Groupe 3 a Groupe 4

Figure 5 : Taux d’ADN masculin (SRY) dans les différents groupes.
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3. Pas de différence de quantité d’ADN circulant total (maternel et feetal)

L’équipe a voulu savoir si la différence observee dans les quantités d’ADN feetal
circulant se retrouvait dans I’ADN total circulant dosé par PCR du géne de la béta-
globine (Figure 6). Ce dosage permet de tester la présence d’ADN qu’il soit maternel ou
feetal puisque I’amplification par PCR concerne un géne porté par le chromosome 11,
géne de la béta-globine, présent chez tout individu.

Aucune difféerence significative entre les groupes n’est observée (Figure 6).

ns ns

800000.01
400000.0

1600004 A
120000

80000 B pré-éclampsie
70000 M uTA
60000 B rciu
50000 O PAG

O
40000+ o000 =
(m}

30000+

B-globin (gEq /mL of serum)

200004

10000+

0- __. 52 - ......V.¥.V...-.....

Grooupe 1 (n=30) Groupe 2 (n=30) Groupe 3 (n=30) Groupe 4 (n=14)

Mesure du taux d’ADN total circulant par PCR-quantitative (polymerization chain reaction) du géne présent sur les chromosomes
autosomaux, béta-globine. Les échantillons proviennent de sérum appartenant a des femmes primigestes entre 12 et 14 semaines
d’aménorrhées, ayant eu soit un gargon (Groupe 1 et 2) soit une fille (Groupe 3 et 4) et/ou ayant eu une grossesse soit d évolution normale
(Groupe 1 et 3) soit se compliquant d une pathologie placentaire ou d’un petit poids de naissance pour l'age gestationnel (Groupe 2 et 4).
Les barres rouges représentent la médiane avec les différents quartiles. Toutes les p values ont été calculées en utilisant le test statistique
Mann Whitnev par comparaison de Grouve 1 a Groune 2 et de Groune 3 a Grouve 4

Figure 6 : Taux d’ADN total (béta-globine) dans les différents groupes.
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4. Corrélation entre quantités de Mc feetal et marqueurs sériques du 1°" trimestre

Des courbes de ROC ont été faites afin d’évaluer la valeur prédictive du Mc
masculin et des taux de PAPP-A et B-HCG (Figure 7). Ces courbes montrent que le Mc
masculin a une meilleure valeur prédictive du caractére pathologique de la grossesse
(p=0.0001) que les taux de PAPP-A ou de B-HCG (Figure 7A). Ceci se retrouve
également quand on fait la distinction entre les grossesses de garcons (Figure 7B) et les

grossesses de filles (Figure 7C).
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Figure 7 : Courbes de ROC
A- Grossesses normales versus Grossesses pathologiques tous sexes confondus, B- Grossesses normales
(Groupe 1) versus Grossesses pathologiques (Groupe 2) (feetus masculin), C- Grossesses normales

(Groupe 3) versus Grossesses pathologiques (Groupe 4) (feetus féminin)
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5. Corrélation entre quantités de Mc feetal et autres données cliniques

La Table 3 représente les effectifs et fréquences des femmes positives au Mc

masculin dans les quatre groupes selon le mode d’accouchement, la prématurité de leur

enfant et le poids du nouveau-né.

De fagon générale, on observe plus souvent des accouchements par césarienne, une

prématurité de 1’enfant, ainsi qu’un faible poids a la naissance du nouveau-né chez les

femmes positives pour le Mc masculin parmi celles ayant eu des complications de

grossesse et un enfant méale (Groupe 2 positive SRY), sans que cela soit statistiguement

analysable puisque dans le groupe 2 seule une femme est négative pour SRY.

Poids de naissance

Césarienne | Prématurité
< 25009
n (%) n (%)
n (%)
SRY positif
4 (18) 0 (0) 0 (0)
Groupe 1 n=22
n=30 SRY négatif
2 (25) 0 (0) 0 (0)
n=8
SRY positif
13 (45) 5(17) 6 (21)
Groupe 2 n=29
n=30 SRY négatif
0(0) 0 (0) 0(0)
n=1
SRY positif
0(0) 0(0) 0(0)
Groupe 3 n=6
n=30 SRY négatif
6 (25) 1(4) 1(4)
n=24
SRY positif
1(8) 0(0) 1(8)
Groupe 4 n=12
n=14 SRY neégatif
5 0(0) 0(0) 0(0)
n=

Table 3 : Mode d’accouchement, prématurité et poids de naissance de I’enfant et Mc masculin
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Par contre, une corrélation négative existe entre les quantités d’ADN masculin et le

poids de naissance de I’enfant (p=0.005) (Figure 8). La présence en plus grande

quantité de Mc masculin prédit un faible poids a la naissance.
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Figure 8 : Taux de Mc feetal masculin (SRY) et du poids de naissance du nouveau-né
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ANALYSE ET DISCUSSION

I. Analyse des résultats et discussion

. Mc feetal et grossesse pathologique

Dans cette étude, il a été montré que le Mc feetal était plus important chez les
femmes ayant une grossesse pathologique que chez celles ayant une grossesse
d’évolution normale. Il est nécessaire de rappeler ici, que le caractere pathologique de la
grossesse est défini par la présence d’une pré-éclampsie, ou d’une HTA gestationnelle
ou pré-conceptionnelle, et/ou la présence d’un RCIU ou d’un PAG. Il a été impossible
de faire une analyse individualisée des différentes pathologies du fait de leur nombre
insuffisant pour chacune d’entre elles.

Toutefois, ces résultats sont en accord avec une méta analyse de 2014 [22] qui
observe une concentration en ADN feetal circulant plus élevée chez les femmes pré-
éclamptiques et ce, avant 1’apparition des signes cliniques. Il a ét¢ démontré que le taux
de Mc feetal est corrélé au degré de sévérité de la pré-éclampsie [23]. C’est aussi en
accord avec une étude de 2013 portant sur le Mc feetal cellulaire qui montre que la pré-
éclampsie est associée a I’augmentation du trafic transplacentaire de génotype feetal
(Mc) et que le taux de Mc feetal augmente avant les symptomes de la maladie.

Donc le Mc feetal pourrait étre utilisé dans la prédiction de la pré-éclampsie mais la
standardisation des moyens de détection du Mc feetal est un prérequis afin de limiter les

variations dues aux différents modes de détection de I’ADN feetal [22].

. SRY et femmes primigestes ayant eu une fille

Dans I’analyse sur le groupe de femmes primigestes, ayant donné naissance a une
fille (Groupe 3 et 4 = groupes contrdles), de facon étonnante 41% sont positives pour le
Mc masculin. La présence d’ADN masculin peut s’expliquer de plusieurs manieres.

La premiere explication est la non-déclaration par la patiente d’un antécédent de
FCS ou d’IVG (omission volontaire ou FCS méconnue car passée inapergue), dont le
feetus était masculin. En effet, Sato et al. [3] prouve que les femmes ayant fait une FCS

ou une IVG au cours du premier trimestre de grossesse et dont le chorion était de sexe
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masculin possedent des cellules feetales (Mc) dans leur circulation sanguine pendant le
mois qui suit cette grossesse, puis disparaissent aprés 30 jours, car vraisemblablement
stockées dans des organes maternels, notamment la moelle osseuse [9]. Le Mc est plus
important chez celles ayant eu une IVG par aspiration comparé aux IVG
medicamenteuses [25].

La seconde explication a la présence de SRY chez certaines femmes ayant eu des
filles, peut étre la présence d’un jumeau évanescent. En effet, dans une étude de 2010
[26], chez un patient de 40 ans ayant une maladie s’apparentant une sclérodermie,
I’équipe de N. Lambert montre la présence de cellules féminines chez cet homme. Cette
présence de Mc est confirmée par la présence d’un haplotype HLA différent de celui du
patient, provenant le plus vraisemblablement d’une jumelle évanescente. Cette étude
montre que la présence d’un(e) jumeau(e) évanescent(e) entraine un échange cellulaire
entre foetus avec une persistance a long terme de Mc gémellaire. Cette seconde
explication reste la plus logique.

En effet, s’il y a eu un jumeau évanescent, cela signifie qu’il y a eu un probleme au
début de cette grossesse. Ce qui serait en accord avec le fait que dans ce mémoire, la
présence de SRY, chez les femmes enceintes d’une fille, est plus importante chez celles
ayant une grossesse pathologique et notamment chez celles ayant un petit poids pour
I’age gestationnel. En effet, les femmes ayant donné naissance a une fille, positives au
Mc masculin, sont au nombre de 19 dont 10 ont un feetus avec un PAG (53%). Ce
pourrait étre la conséquence d’une grossesse gémellaire non diagnostiquée. En effet une
¢tude montre que I’enfant qui survit & une grossesse gémellaire avec un jumeau
évanescent est plus a risque d’avoir un petit poids pour 1’age gestationnel qu’un enfant
unique [27]. D’autre part, cette étude montre que plus la gestation du jumeau évanescent
est courte, plus il y a de risque que le survivant soit de petit poids pour I’age
gestationnel. Ce qui expliquerait peut-étre nos résultats et le fait qu’aucun jumeau n’ait
été diagnostiqué, car disparut trop tot pour étre visible a I’échographie de la 12™ SA
[27].
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c. Pré-éclampsie et marqueurs sériques du premier trimestre

«» PAPP-A

La PAPP-A est une protéase intervenant dans la croissance, la prolifération et la
différenciation cellulaire au cours de la grossesse. Elle est normalement décrite comme
étant en quantiteé plus faible lorsque la grossesse est pathologique. De plus, une étude de
2011 faite par Ranta et al. [28] montre que ce marqueur est en quantité plus faible au
premier trimestre de grossesse pour les grossesses ou est survenue une pre-éclampsie.
Dans ce mémoire, seule une différence marginale a été retrouvée entre les grossesses
normales et pathologiques, chez les femmes ayant eu une fille (quantité plus faible chez
les grossesses pathologiques).

Enfin, une étude montre que les femmes enceintes d’une fille ont un taux plus élevé
de PAPP-A que celles enceintes d’un garcon [29]. Ce phénomene est aussi remarqué et

statistiquement significatif dans ce mémoire.

s p-HCG
De méme, il a été démontré que les grossesses avec un feetus féminin avaient un
taux plus élevé de B-HCG [30-36], hormone permettant 1’implantation placentaire et la
poursuite de la grossesse, que celles avec un feetus masculin. Cependant dans le cadre
de ce mémoire, il n’a pas ¢€té retrouvé de différence significative entre le groupe des
filles et des garcons en ce qui concerne le taux de B-HCG et le fait que la grossesse soit
pathologique ou non. Alors qu’il devrait étre plus élevé chez les grossesses

pathologiques (Cours de maieutique sur la pré-éclampsie C.Chau).

Ces points montrent que ces marqueurs, pourtant considérés comme un moyen de
prédiction d’une pré-éclampsie, ne sont pas a eux seuls un moyen efficace et nécessitent
I’apport d’autres éléments. C’est ce qui est mis en évidence, dans ce rapport, avec la
quantification du Mc feetal qui est un meilleur facteur prédictif que le dosage de PAPP-
A et de B-HCG.
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I1. Perspectives d’ouverture

En dehors de I’intérét de déceler trés tot pendant la grossesse une pathologie pour
anticiper un traitement, il est aussi important de savoir que les complications peuvent

avoir des répercussions a long terme sur la santé de la femme.

. Antécédent de pré-éclampsie : impact a long terme

Des antécédents de complications de grossesse incluant la pré-éclampsie sont des
facteurs de risque a développer plus tard une maladie auto-immune. Une étude sur une
cohorte danoise [37], a évalué I’impact d’une grossesse menée a terme, d’une grossesse
arrétée et de la présence de certaines complications gestationnelles dont la pré-
éclampsie, chez des femmes hospitalisées pour arthrite rhumatoide entre 1977 et 2004.
Cette étude montre que 1’age maternel a la naissance du 1*" enfant et la parité ont un
impact sur la survenue d’une maladie auto-immune. En effet, le risque de déclaration de
la maladie est inversement proportionnel a 1’age lors de la naissance du premier enfant
et au nombre d’enfants. De plus, elle démontre que le risque est augmenté quand la
femme a eu, au cours de ses grossesses passees, une pré-éclampsie. Ceci est en reflet
avec la diminution de 1’adaptation immunitaire chez les femmes prédisposées a une
arthrite rthumatoide. Cela suggere un role du Mc feetal dans I’étiologie des arthrites
rhumatoides.

Enfin, une étude de 2011 montre pour la premiére fois que la présence de
complication pendant la grossesse (comme de I’HTA, une pré-éclampsie, un RCIU ou

un avortement) augmente le risque de développer une sclérodermie plus tard [38].

. Mc feetal : impact a long terme et outil de surveillance

Le Mc feetal a longtemps été considéré comme délétere pour la santé future de la
mere mais des études récentes suggerent aussi un effet bénéfique a long terme. D’ou le
questionnement sur I’impact du Mc a long terme : bénéfique ou délétere ? [39]

En effet, il a été prouvé que le Mc feetal est plus important chez les femmes
atteintes d’une sclérodermie [11]. De plus, il a été observé, chez ces patientes, que la
compatibilité HLA de classe Il entre elle et son enfant était plus fréquente. Cette

compatibilité HLA est associée a I’augmentation du Mc [40]. De plus, il a été montré

22



que, dans les thyroides des patientes atteintes d’un Hashimoto ou d’un goitre multi-
nodulaire, le Mc était augmenté par rapport aux thyroides des femmes saines [41].
Cependant, le lien de causalité du Mc dans les maladies auto-immunes n’est pas certain.
Par exemple, Bayes-Genis et al. [42], montrent du Mc feetal dans le tissu cardiaque de
femmes ayant une dilatation cardiaque idiopathique aprés leur grossesse, mais ne
concluent pas sur le fait que le Mc est la cause ou la conséquence de cette pathologie.
De plus, chez les femmes atteintes d’un cancer du sein, il est montré que le taux de
Mc cellulaire est diminué dans le sang alors qu’il est augmenté dans les tissus tumoraux
[43]. La présence de Mc feetal sanguin aurait alors un réle protecteur contre le cancer du
sein [44, 45]. De méme, le Mc est diminué dans le sang des femmes atteintes d’un
cancer du col de I"utérus [46]. Donc la cinétique du Mc cellulaire sanguin pourrait étre

un indicateur de la réponse aux traitements anti-cancéreux.

. Outils actuels de prédiction pré-éclampsie

Les moyens de prédiction de la pré-éclampsie sont limités et peu fiables s’ils sont
pris séparément. lls se basent sur :

- L’anamneése et les facteurs de risque

- Les marqueurs sériques du premier trimestre : la PAPP-A, la B-HCG, PIGF
(facteur de croissance placentaire et endovasculaire), sFlt-1 (fraction soluble du
récepteur membranaire VEGF), le ratio sFlt-1/PIGF [47-50]

- D’autres marqueurs contenus dans le sérum/plasma tel que : I’acide urique, la
fibronectine plasmatique, le ratio calcium/créatinémie, des paramétres
hémostatiques (antithrombine III ....), des marqueurs du stress oxydatif [51]

- Des éléments échographiques comme les dopplers des artéres utérines.

De plus, une étude de 2008 montre que I’utilisation d’un index prédictif a trois niveaux

(données anamnestiques, cliniques, biologiques et fonctionnelles) permet une

identification des patientes a haut risque de pré-éclampsie avec une spécificité de 88%

et une sensibilité de 88% [52]. Il serait donc intéressant de créer un score, dans le méme

esprit que le score trombo-embolique, afin d’identifier les patientes a haut risque de
déclarer une pré-éclampsie, dans le but de mettre en place un protocole de traitement
préventif. En effet, I’utilisation de faibles doses d’aspirine débutée avant 16SA réduirait

le risque de pré-éclampsie sévere [20].
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d. Détection du Mc feetal : limites et perspectives

Détecter le Mc feetal par amplification PCR d’une séquence d’un géne du
chromosome Y (SRY) est certes la méthode la plus facile mais elle limite 1’étude du Mc
feetal chez les femmes primigestes attendant un gargon, ou celles enceintes d’un gar¢on
et ayant eu seulement des filles a leurs grossesses précédentes [8]. Pour inclure les
femmes attendant une fille et distinguer les sources du Mc feetal, il faudrait tester un
autre polymorphisme distinct entre mere et enfant.

Le laboratoire dans lequel j’ai réalis¢ mon mémoire utilise une méthode basée sur
le polymorphisme des genes HLA entre mere et enfant (Figure 9). Cette méthode
permet une étude beaucoup plus compléte mais il est nécessaire de connaitre le
génotypage HLA de la meére et du feetus. Or utiliser le polymorphisme HLA restait
impossible dans le cadre de mon mémoire de maieutique car cela aurait necessité de
recontacter chaque patiente pour laquelle I’échantillon de sérum a été collecté. Or cette
étude est rétrospective et les patientes anonymisées. Mais cela indique de futures

possibilités de projets.
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e. Place du Mc feetal dans le dépistage et le diagnostic prénatal

Sa place est déja discutée dans le cadre de la pré-éclampsie [22-24], mais beaucoup
moins dans d’autres complications de la grossesse. Il serait intéressant au vue de son
réle dans la pré-éclampsie et dans d’autres syndromes placentaires, d’étudier son impact
dans les diverses complications gestationnelles. Ce mémoire a permis d’analyser
d’autres complications telles que la présence d’un PAG chez le nouveau-né. Il a montré
que le Mc feetal était plus important en cas de PAG comparé aux grossesses normales.
Cependant, rien n’est retrouvé dans la littérature pour affirmer ou infirmer ce résultat, si
ce n’est une étude qui montre que I’enfant qui survit a une grossesse géemellaire avec un
jumeau évanescent est plus a risque d’avoir un PAG qu’un enfant unique [27]. Cette
étude va dans le sens de nos résultats puisqu’un jumeau évanescent peut, non seulement

laisser des séquelles microchimériques, mais également ralentir la prise de poids feetal.
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CONCLUSION

Montrer que la quantité de Mc feetal circulant est plus importante dans les sérums
des femmes enceintes pre-éclamptiques que dans celui des femmes enceintes sans
complication et de méme chez celles portant un feetus avec un RCIU ou un PAG, était
I’objectif principal de cette étude. Et donc, que le Mc feetal permettrait d’anticiper une

pré-éclampsie future, un RCIU ou un PAG.

Cette étude a montré que les femmes primigestes avec une grossesse pathologique
ont un taux de Mc feetal masculin plus élevé a 12 SA comparé a celles avec une
grossesse normale, et ce peu importe le sexe de ’enfant. Cependant, elle a montré
seulement une diminution de la quantité de PAPP-A chez les femmes ayant eu une fille
entre les grossesses normales et pathologiques, et aucune différence entre les groupes
pour le taux de B-HCG. Alors qu’ils sont classiquement considérés comme prédictifs de
la survenue d’une pré-éclampsie future. Toutefois, 1’analyse montre qu’une quantité
élevée de Mc masculin a une bonne valeur prédictive du caractére pathologique de la
grossesse. De plus, cette valeur prédictive est meilleur que celle évaluée par le taux de
PAPP-A et de B-HCG. Le Mc feetal masculin est également discriminant pour prédire
un PAG et/ou un RCIU.

Le Mc feetal, les antécédents de la patiente et divers marqueurs sériques pourraient
s’intégrer dans un score afin d’identifier les femmes a haut risque de déclarer une pré-
éclampsie et d’instaurer un traitement préventif. Mais pour cela il y a un prérequis qui

est de standardiser le protocole de détection et de quantification du Mc fcetal.
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GLOSSAIRE

ADN = Acide desoxyribonucléique

B-HCG = Béta-Hormone Chorionique Gonadotrope
FCS = Fausse Couche Spontanée

HBB = Béta-globine

HLA = Human Leucocyte Antigen (antigene des leucocytes humains)
HTA = Hypertension artérielle

IVG = Interruption Volontaire de Grossesse

Mc = Microchimérisme

NS = Non Significatif

PAG = Petit poids pour I’Age Gestationnel
PAPP-A = Pregnancy-Associated Plasma Protein-A
PCR = Polymérase Chaine Réaction

RCIU = Restriction de Croissance Intra-Utérine

SA = Semaine d’aménorrhée

SRY = Sex-determining Region of Y chromosome
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ANNEXE | : CONDITION DE PRELEVEMENT ET
D’ACHEMINEMENT DES TUBES DE SERUM

Extrait du Manuel de dépistage de a T21 fwetale par marqueurs sériques maternels —
Processus analytiques — IMMUNOLOGIE - Version 01 — Décembre 2014 — du
laboratoire de I’Hopital de Saint Joseph (page 9 et 10 sur 14)

3. Conditions de préléevement

Préléevement veineux sur deux tubes secs de 7 ml avec ou sans gel. Attente de 30
minutes avant centrifugation a 3000 t/m pendant 10 minutes a 18°C.

Passage du tube en technique dans les 6 heures suivant la centrifugation sinon
décantation et séparation du sérum dans un tube en plastique de 5 ml et conservation
entre 4 et 8°C jusqu’a 72 heures avant analyse.

Si le prélevement doit étre conservé plus de 72 heures avant analyse, il doit étre
congelé a une température inférieure a -18°C.

4. Conditions d’acheminement

La majorité des prélevements proviennent de patients externes prélevés au
laboratoire. Le préléevement est rapidement acheminé en technique apreés prélévement.

Si la patiente est prélevée dans un service de soin, le prélevement doit étre
acheminé au laboratoire dans un délai maximum de 4 heures aprés le prélévement.

Deux tubes secs ou avec gel séparateur sont systématiquement prélevés. Un tube
est destiné a la technique, 1’autre tube sera affecté a la sérotheque. Les tubes sont
centrifugés et analysés dans les quatre heures suivant le prélevement. Si 1’analyse n’est
pas réalisée dans les quatre heures apres le prélévement, les tubes doivent étre conservés
au réfrigérateur entre 4 a 8°C pendant 72 heures. Au-dela de 72 heures, le prélévement
sera décanté et congelé a une température inférieure a -18°C.

Dans le cas ou le prélevement provient d’un laboratoire extérieur, celui-ci doit
étre acheminé apres centrifugation et décantation a une température comprise entre 4 et
8°C dans les 72 heures apreés le prélevement.

Si le délai est supérieur a 72 heures : congélation a une température inférieure a -
18°C et transmission congelée au laboratoire.

Les patientes et les prélevements peuvent étre accueillis au laboratoire de 7

heures a 19 heures du lundi au vendredi et le samedi matin de 8H a 12 H.



ANNEXE Il : GRILLE DE RECUEIL DE DONNEES

> ldentification

NOM : i Prénom: .....ooveeeieiiii. ..

Datede naissance : .........coeeeeen....

» La grossesse

La conception :

Grossesse spontanée

Insémination artificielle avec sperme du conjoint

Insémination artificielle avec sperme de donneur O
FIV O
FIV ICSI =
Don d’ovocyte =

Date de début de grossesse selon échographie : ..................

Marqueurs sériques T1 (en MoM) : PAPP-A = ......... et B-hCG=........



Déroulement de la grossesse :

Inclusion dans population :

Restriction de croissance intra-utérin (RCIU < 5™ percentile)

Pré-éclampsie

Sévérité - ........

HTA isolée (chronique ou gravidique)

Pathologie maternelle :

Pathologie pouvant augmenter le microchimérisme fceetal

MAP

Placenta preevia

Meétrorragie (MTR)

Maladie auto-immune (exemple : Polyarthrite Rhumatoide,

Sclérodermie ...)

> L’accouchement

Date de ’accouchement : .................. Terme: ..............

Mode d’accouchement et contexte :

Poids de naissance du bébé : ............

O

O

O OO0 0 0 O



ANNEXE 111 : PROTOCOLE D’EXTRACTION D’ADN A
PARTIR DE SERUM

Before starting the purification, warm the Elution Buffer to +70°C.

1. Toanuclease-free 2 ml microcentrifuge tube :
- Add 500 pl serum
- Add 500 pl Binding Buffer
- Add 100 pl Proteinase K (reconstituted)
Mix immediately and incubate at +70°C for 10 min

2. Add 250 pl Isopropanol and mix well

3. Insert one High Pure Filter Tube into one Collection Tube
Pipet the sample into the upper buffer reservoir of the Filter Tube
Insert the entire High Pure Filter Tube assembly into a standard table-top centrifuge
Centrifuge 1 min at 8000*g

4. After centrifugation :
- Remove the Filter Tube form Collection Tube, discard the flowthrought and the
Collection Tube
- Combine the Filter Tube with a new Collection Tube
- Add 500 pl Inhibitor Removal Buffer to the upper reservoir of to Filter Tube
- Centrifuge 1 min at 8000*g

5. Remove the Filter Tube form Collection Tube, discard the flowthrought and the
Collection Tube
Combine the Filter Tube with a new Collection Tube
Add 500 pl Wash Buffer to the upper reservoir of the Filter Tube
Centrifuge 1 min at 8000*g and discard the flowthrought



Remove the Filter Tube form Collection Tube, discard the flowthrought and the
Collection Tube

Combine the Filter Tube with a new Collection Tube

Add 500 pl Wash Buffer to the upper reservoir of the Filter Tube

Centrifuge 1 min at 8000*g and discard the flowthrought

. After discarding the flowthrought

- Centrifuge the entire High Pure assembly for an additional 10s at full speed
The extra centrifugation time ensures removal of residual Wash Buffer

- Discard the Collection Tube

. To elute the DNA :

- Insert the Filter tube into a clean, sterile 1,5 ml microcentrifuge tube
- Add 100 pl prewarmed Elution Buffer to the upper reservoir of the Filter Tube
- Centrifuge the tube assembly for 1 min at 8000*g






RESUME

Microchimérisme et prédiction des complications de la grossesse chez les femmes primigestes :
Etude rétrospective de février 2014 a mai 2015

Objectif de I’étude : Comparer la quantité de microchimérisme feetal dans les sérums de femmes primigestes & 12
semaines d’aménorrhée avec ou non une grossesse pathologique. Montrer que la présence élevée de microchimérisme
feetal permettrait d’anticiper dés 12 semaines d’aménorrhée la survenue d’une pré-éclampsie chez la femme, un
RCIU ou un PAG chez le nouveau-né.
Matériel et méthode : Sélection de sérum de femmes primigestes ayant eu un gargon ou une fille et dont la grossesse
fut normale ou pathologique (pré-éclampsie, hypertension artérielle, nouveau-né avec un RCIU ou un PAG).
Quantification du taux d’ADN circulant total par PCR du géne de la B-globine (géne sur le chromosome 11
autosomal) et masculin via le gene SRY (géne du chromosome Y) dans quatre groupes de sérum. Corrélation des
quantités de microchimérisme avec les marqueurs sériques du premier trimestre et les données cliniques de la
grossesse et de 1’accouchement.
Résultats : Le microchimérisme feetal masculin est plus important chez les femmes ayant eu une grossesse
pathologique. L’analyse montre que la présence de quantités élevées de microchimérisme masculin a une bonne
valeur prédictive du caractere pathologique de la grossesse (p<0.0001). Dans 1’étude cette valeur prédictive est
meilleure que celle évaluée par les taux de PAPP-A et B-HCG. Le microchimérisme masculin est également prédictif
d’un petit poids a la naissance.
Conclusion : La quantification du microchimérisme feetal est un moyen prédictif de la pré-éclampsie et/ou du RCIU
et/ou du PAG. Son utilisation comme facteur prédictif nécessite une standardisation du protocole de détection et
quantification. Il serait intéressant d’insérer les valeurs de microchimérisme dans un score avec les antécédents de la
patiente et divers marqueurs sériques, pour identifier les femmes a haut risque de pré-éclampsie afin de mettre en
place un traitement préventif.

ABSTRACT

Microchimerism and pregnancy complications predictions amongst primigravid women:
Retrospective study from February 2014 to May 2015

Objective: To compare fetal microchimerism levels in serum from primigravid women at 12 weeks of amenorrhea
(WA), with or without pathological pregnancies. To show that high levels of fetal microchimerism could predict
emergence of preeclampsia in women, and/or intra-uterine fetal growth restriction (IUGR) and/or a small of
gestational age (SGA) in newborns as early as 12 WA.
Methods: Selection of serum from primigravid women with a male or female offspring and with a healthy or
pathological pregnancy (with preeclampsia, arterial hypertension, a newborn with JUGR or SGA). Quantification of
total circulating DNA by quantitative PCR for -globin (gene on autosomal chromosome) and for male DNA with
SRY PCR (gene on the Y chromosome) on the 4 serum groups. Correlation of microchimerism quantities with 1%
trimester serum markers as well as other pregnancy and delivery clinical data.
Results: Male fetal microchimerism is more prevalent in women with pathological pregnancies. The analysis shows
that high quantities of male microchimerism have a good predictive value for pathological pregnancies (p<0.0001). In
the current study this predictive value is better than PAPP-A and B-HCG rates. Male microchimerism can predict a
small birth weight.
Conclusion: Fetal microchimerism quantification can help predicting preeclampsia and/or [IUGR, and/or SGA. Using
it as a predictive factor needs detection and quantification protocol standardization. Exploring the creation of a
scoring system using microchimerism values in combination with serum markers and patient history to identify

preeclampsia high risk women with the objective of preventive therapies would be an interesting follow through.



