N
N

N

HAL

open science

Validation d’une méthode de recherche d’anticorps
érythrocytaires anti-RH1 en microtitrage a
’Etablissement Francais du Sang Auvergne-Rhone-Alpes

Edouard Bonneville

» To cite this version:

Edouard Bonneville. Validation d’'une méthode de recherche d’anticorps érythrocytaires anti-RH1 en
microtitrage a I’Etablissement Frangais du Sang Auvergne-Rhoéne-Alpes. Sciences pharmaceutiques.

2021. dumas-03280608

HAL Id: dumas-03280608
https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-03280608
Submitted on 7 Jul 2021

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-03280608
https://hal.archives-ouvertes.fr

UCA UCA

FACU LTE wurslté Université
DE PHARMACIE E‘rrnnobln Alpes Grenoble Alpes

AVERTISSEMENT

Ce document est le fruit d'un long travail approuvé par le
jury de soutenance.

La propriété intellectuelle du document reste entierement
celle du ou des auteurs. Les utilisateurs doivent respecter le
droit d’auteur selon la lIégislation en vigueur, et sont soumis
aux regles habituelles du bon usage, comme pour les
publications sur papier : respect des travaux originaux,
citation, interdiction du pillage intellectuel, etc.

Il est mis a disposition de toute personne intéressée par
I'intermédiaire de Il'archive ouverte DUMAS (Dépobt
Universitaire de Mémoires Aprés Soutenance).

Si vous désirez contacter son ou ses auteurs, Nnous vous
invitons a consulter la page de DUMAS présentant le
document. Si l'auteur I'a autorisé, son adresse mail
apparaitra lorsque vous cliquerez sur le bouton « Détails »
(a droite du nom).

Dans le cas contraire, vous pouvez consulter en ligne les
annuaires de I'ordre des médecins, des pharmaciens et des
sages-femmes.

Contact a la Bibliotheque universitaire de Meédecine
Pharmacie de Grenoble :
bump-theses@univ-grenoble-alpes.fr



https://dumas.ccsd.cnrs.fr/
mailto:bump-theses@univ-grenoble-alpes.fr

U C_A UNIVERSITE GRENOBLE ALPES
A

FACULTE UFR DE PHARMACIE DE GRENOBLE
Université

DE PHARMAC' E Grenoble Alpes

Année : 2021

VALIDATION D’UNE METHODE DE RECHERCHE D’ANTICORPS
ERYTHROCYTAIRES ANTI-RH1 EN MICROTITRAGE A
L’ETABLISSEMENT FRANCAIS DU SANG AUVERGNE-RHONE-ALPES

THESE

POUR LE DIPLOME D’ETAT DE DOCTEUR EN PHARMACIE
SPECIALITE : BIOLOGIE MEDICALE

Par M. Edouard BONNEVILLE

[Données a caractere personnel]

THESE SOUTENUE PUBLIQUEMENT A LA FACULTE DE PHARMACIE DE
GRENOBLE

Le : 24/06/2021

DEVANT LE JURY COMPOSE DE :

Président du jury :

M. le Professeur Pascal MOSSUZ (tuteur universitaire)

Membres :

Mme le Docteur Claudine GIROUX-LATHUILE (directrice de these)
Mme le Docteur Cécile HELMER

Mme le Docteur Catherine THONG-VANH

Mme le Docteur Laurence DELUGIN

L’UFR de Médecine de Grenoble n’entend donner aucune approbation ni improbation aux opinions émises dans
les théses ; ces opinions sont considérées comme propres a leurs auteurs.



UCA

FACULTE u“n "
DE PHARMACIE Gronobis Alnes

ENSEIGNANTS - CHERCHEURS Année 2020 / 2021

Doyen de la Faculté - Pr. Michel SEVE
Vice-Doyen et Directrice des Etudes - Mme Christine DEMEILLIERS
Vice-Doyen Recherche — Pr. Walid RACHIDI

STATUT NOM PRENOM LABORATOIRE TELEPHONE HDR
MCF ALDEBERT DELFHINE TIMC-IMAG UMR 5525 CNRS, 0476637473 oui
TheREx
PU-PH ALLENET BENOIT TIMC-IMAG UMR 5525 CNRS, 0476765496 oui
ThEMAS
047604 1010/
PU BAKRI ABDELAZIZ TIMC-IMAG UMR 5525 CMRS 047604 10 02
coD BARDET JEAN-DIDIER TIMC-IMAG UMR 3525 CNRS, 04 56520092
ThEMAS
MCF BATANDIER CECILE LBFA — INSERM U10535 0476635820/0675553501
PU-PH BEDOUCH PIERRICK TIMC-IMAG UMR 3525 CNRS, 04 76 76 54 97 oui
ThEMAS
MCF BELAIDI-CORSAT ELISE HP2, Inserm U1042 0476637108
MAST BELLET BEATRICE -
MCF BOUCHERLE BENJAMIN DPM - UMR 5063 CNRS 0476635312
PU BOUMENDJEL AHCENE DPM —UMR 3063 CNRS 0476635311/0617 357765
MCF BOURGOIN SANDRINE |AB — CRI INSERM U823
0438785601/0476637473/
MCF BRETON JEAN LCIB — UMR E3 CEA 0637512074
MCF ERIANCON-MARJIOLLET ANNE HP2 — INSERM U1042 0476637475
FU BURMEISTER WILHEM UWVHCI- UMI 3265 EMBL CNRS 04574287 41 oui
Institute for Advanced
MCU-PH BUSSER BENOIT Biosciences, UGA / Inserm U 1209 0632393765 oui
/ CNRS 5309
Professeur CALOP JEAN
Emérite
0476637472
MCF CAVAILLES PIERRE TIMC-IMAG UMR 5525 CNRS /0638 16 54 43
CR UGA - INSERM U1208S - CNRS 04 76 76 54 97 (CHU)
MCU-PH CHANCINE SEBASTIEN 5309 /04 76 54 94 66 (IAB)
AHU CHEVALIER SIMON TIMC IMAG
MCF CHOISNARD LucC DPM — UMR 5063 CMRS 0476635301
MCU-PH CHOVELON BENOIT DPM — UMR 5063 CNRS 0476635299
PU-PH CORNET MURIEL TIMC-IMAG UMR 3525 CNRS, 0476637439 oui
TheREx
Prof:
rotesseur DANEL VINCENT - 06 74 8807 26
Emérite
PU DECOUT JEAN-LUC DPM —UMR 3063 CNRS 0476635317
En:qéi:te DELETRAZ-DELPORTE MARTINE LPS5 —EAM 4125 LYON 0680234534
MCF DEMEILLERS CHRISTINE TIMC-IMAG UMR 5525 CMNRS 0476637138 oui
PU-PH DROUET CHRISTIAN GREPI EAV402 0476767201 oui
IBS — UMR 5075 CEA CNRS HIV &
PU DROUET EMMANUEL virus persistants 0615117997
Institut de Biologie Structurale

Mise & jour le 12/10/2020 Sana HACHANI




UCA

FACULTE u«.ﬁm
DE PHARMACIE Granosis Aines

MCF DURMORT CLAIRE IBS —UMR 5075 CEA CNRS 0457428519 oui
PU-PH FAURE PATRICE HP2 — INSERM U1042 oui
MCF FAURE-JOYEUX MARIE HP2 — INSERM U1042 0476767166 oui
PRCE FITE ANDREE - 0633790195
MCU-PH GARNALID CECILE TIMC-IMAG UMR 5525 CNRS, 0476765490
TheReX
PRAG GAUCHARD PIERRE-ALEXIS - 0476635319
1BS — UMR 5075 CEA CNRS HIV &
MCU-PH GERMI RAPHAELE virus persistants 0476765604 oui
Institut de Biologie Structurale
MCF GEZE ANMABELLE DPM — UMR 3063 CNRS 047663 5301 oui
E:écr::te GILLY CATHERINE DPM — UMR 5063 CNRS 0476637458 /0633129073
PU GODIN-RIBUOT DIANE HP2 — INSERM U1042 0476637563 /06334897 10 oui
Professeure GRILLOT RENEE - 0662113704
Emérite
MCF
. GROSSET CATHERINE DPM — UMR 3063 CNRS 047663 5305
Emérite
MCF GUIEU VALERIE DPM — UMR 2063 CNRS 047663 5297
cDD HENNEBIQUE AURELIE TIMC-IMAG UMR 3525 CNRS, 0476767886
TheREx
MCF HININGER-FAVIER ISABELLE LBFA — INSERM U1055 0630366256 /04766357 36 oui
MCF KHALEF NAWEL TIMC-IMAG UMR 5525 CNRS 047604 1010
MCF KOTZKI SYLVAIN HP2 —UMR 51042 0476637518
MCF KRIVOBOK SERGE DPM — UMR 3063 CNRS 047663 7517 oui
AHU LEENHARDT JULIEN INSERM — U103
PU LENORMAND JEAN-LUC TIMCIMAG UMR 5525 CNRS, 0476637439 oui
TheREx
PU MARTIN DONALD TIMC-IMAG UMR 5525 CNRS 045652 0095 oui
PRCE MATTHYS LAURENCE -
MCF MELO DI LIMA CHRISTELLE LECA — UMR CMRS 5553
AHU MINOVES MELANIE HP2 — INSERM U1042
PU MOINARD CHRISTOPHE LBFA - INSERM U1053 0476514490 oul
PU-PH MOSSUZ PASCAL IAB — INSERM U1205 047676 54 87
MCF MOUHAMADOU BELLO: LECA — UMR 5553 CNRS 047663 54 41 oui
MCF NICOLLE EDWIGE DPM — UMR 5063 CNRS 0476635321 oui
MCF OUKACINE FARID DPM — UMR 5063 CNRS 0476635297
07861177353 -
MCF PERES BASILE DPM — UMR 3063 CNRS /0476 6353 13 oui
MCF PEUCHMAUR MARINE DPM — UMR 3063 CNRS 04 7663 52 95 oui
FU PEYRIN ERIC DPM — UMR 3063 CNRS 047663 53 04 oui
TIMC-IMAG — UMR 5525 CNRS,
AHU PLUCHART HELENE ThEMAS 0476767954
PU RACHIDI WALID LCIBE — UMR E3 CEA 0438785011 oui
MCF RAVELET CORINNE DPM — UMR 2063 CNRS 0685920079 oui
PU RIBUOT CHRISTOPHE HP2 — INSERM U1042 0671114920 oui

Mise & jour le 12/10/2020 Sana HACHANI




UCA

DE PHARMACIE &rematie Alpes

PAST RIEU ISABELLE . .
Prg;?;:ft‘;re ROUSSEL ANNE-MARIE - 0476637131
PU-PH SEVE MICHEL LBFA - INSERM U1055 0476637172 oui
MCF SOUARD FLORENCE DPM — UMR 5063 CNRS 0476 6352.94
MCF SPANO MONIQUE IBS — UMR 5075 CEA CNRS 045742 85 64
MCF TARBOURIECH NICOLAS IBS — UMR 5075 CEACNRS 04 57 42 86 60
MCF VANHAVERBEKE CECILE DPM — UMR 5063 CNRS 0476635294
MCF WARTHER DAVID DPM 0476 6353 00
PrEc:E?teE“r WOUESSIDDIEWE DENIS - - oui

AHU : Assistant Hospitalo-Universitaire
ATER : Attachés Temporaires d'Enseignement et de Recherches

BCl : Biologie du Cancer et de Finfection

CHU : Centre Hospitalier Universitaire

CIB : Centre d'Innovation en Biclogie

CRI : Centre de Recherche INSERM

CNRS : Centre National de Recherche Scientifique

DCE : Doctorants Contractuels Enseignement

DPM : Département de Pharmacechimie Moléculaire

HP2 : Hypoxie Physiopathologie Respiratoire et Cardiovasculaire
IAB : Institute for Advanced Biosciences

IBS : Institut de Biologie Structurale

LAPM : Laboratoire Adaptation et Pathogenése des Microorganismes
LEFA : Laboratoire Bioénergétique Fondamentale et Appliguée
LCBM : Laboratoire Chimie et Biclogie des Métaux

LCIB : Laboratoire de Chimie Inorganique et Biologie

LECA : Laboratoire d'Ecologie Alpine

LPSS : Laboratoire Parcours Santé Systémigue

LR : Laboratoire des Radio pharmaceutiques

MAST : Maitre de Conférences Associé a Temps Partiel

MCF : Maitre de Conférences des Universités

MCU-PH : Maitre de Conférences des Universités et Praticiens Hospitaliers
PAST : Professeur Associé a Temps Partiel

PRAG : Professeur Agrégé

PRCE : Professeur certifié affecté dans I'enseignement

PU : Professeur des Universités

PU-PH : Professeur des Universités et Praticiens Hospitaliers

SYMMES - Systémes Moléculzaires et nanoMatériaux pour 'Energie et la Santé
TIMC-IMAG : Laberatoire Technique de 'imagerie, de la Modélisation
UMR: Unité Mixte de Recherche

UVHCI: Unit of Viirus Host Cell Interactions

Mise & jour le 12/10/2020 Sana HACHANI




Remerciements

Je tiens a exprimer mes profonds remerciements :

» A Monsieur le Professeur Pascal Mossuz,
Merci de me faire I’honneur de présider ce jury et d’avoir bien voulu juger ce travail. Merci

également pour le temps que vous m’avez consacré durant mon parcours d’internat.

» A Madame le Docteur Claudine Giroux-Lathuile,
Merci de votre accueil durant mon semestre a I’EFS, de m’avoir permis de travailler le sujet trés

enrichissant de cette thése et de votre encadrement pendant ce travail.

» A Madame le Docteur Laurence Delugin,

En vous remerciant d’avoir pris le temps de participer au jury de cette these.

> A Madame le Docteur Cécile Helmer,

Merci pour ta bienveillance et ton soutien durant le semestre, et pour ton aide pour ce travail.

» A Madame le Docteur Catherine Thong-Vanh,

Merci d’avoir pris le temps de participer au jury de cette thése.

» A Madame le Docteur Sophie Anselme-Martin,

Merci pour tes conseils avisés et ton don littéraire trés apprécié pour ce travail.

» A /l’équipe du laboratoire d’immunohématologie de I’EFS de Grenoble,
Nathalie & Nathalie, Audrey & Audrey, Flavien, Nicolas, Pascale, Christine, Florence et bien
d’autres. Merci pour votre accueil chaleureux, votre bonne humeur et votre travail. Bonne

continuation a tous !

> A Madame le Docteur Marie-Christine Jacob,

Merci pour le temps que vous m’avez laissé a travailler sur ce projet.



Et plus personnellement, je souhaite exprimer des remerciements :

» A Audrey Mappa, ma partenaire dans ce projet,
Merci pour ton investissement, ta bonne humeur et toutes tes qualités qui font que les journées

de travail avec toi semblaient trop courtes. Je te souhaite le meilleur pour la suite !

» A mes parents,
Merci pour votre soutien moral et professionnel au fil des années. Merci de m’avoir fait
confiance et de m’avoir réorienté quand il fallait. En espérant vous rendre fier autant que vous

me rendez fier !

» A ma sceur, ma choose,
Merci pour les 27 années de souvenirs en ta compagnie. Encore beaucoup d’albums photos et
de puzzles a venir. Merci également a ton mari Francois, ton fils Raphaél, et ton bébé-chien

Noupi, de rendre ta vie plus belle.

» A Maxime, Clémentine, Juliette et Alexandre,

Merci pour tous les moments partagés, anciens et futurs. Ces années a Grenoble sont

formidables grdce a vous. Je vous souhaite le meilleur, a tous et a chacun(e) !

» A mes amis et co-internes, Tic & Tac, Laura, Joris, Capucine, Arthur, Laurie, Elodie

» Atoute ma famille



Table des matieres

REMEICIEBMENTS .. et e e e et e s e e e e e e eeana s 4
(R =l o LT T PP PPPPPRPPRt 8
LiSTE dES tABI@AUX ... e e e e e e e e e e e 11
Liste des prinCipales abréviations .............uuueuiiiiiiiiiiiiiiieiieeeieeeeee e 13
INEFOTUCTION et e e e e e e sttt e e e e e e e e s s abbbeeeeeeeeeessnnees 14
Partie 1 : Synthése bibliographiqUe .........couviieiiiiiiiiee e 16
1. Physiopathologie de I'Incompatibilité foeto-maternelle érythrocytaire (IFME) .............. 16
1.2, BHIOIOZIE A IIFIMIE ...ttt et ettt ettt e e e e eeeeneeae e 16
1.1.1. Le SYSEEME RNESUS .evvuueiiiiiieeieeiiiceee ettt e ettt e e e e e e e eevaaae e e e e eeeeeessnnnen 16

1.1.2. U'IFME : définition et épidémiologie .........uuuueeeeiiiiiieiiiiiiieeeeeeeeeeceee e 17

1.1.3. L'hémorragie foeto-maternelle (HFM) .....oovueeeeiiiiiieiiccee e 18

1.1.4. Quels facteurs de risques d’IFIVIE ?........couuuiieeeeeiiiiieiiiiieee et eeeeeeennnaes 18

1.2. La Maladie Hémolytique Foetale et Néonatale (MHFN) .........oveeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeees 20
1.2.1. RapPels SUr FREMOIYSE ....cccoveeeirieeeee et eeeeeaaaaaes 20
1.2.2.De la MHN @ 1a MHFN ..ottt e 21

1.2.3. Caractéristiques des anticorps pour un passage transplacentaire.................... 22

1.2.4. SPECIfICItE dES ANTICOIPS ....ccivveirriieiieeieiieiiee et eeeeeeeetreeeeeeeeeeessaaaes 23

2. Prise en charge d’une IFME a risque de MHFN ........coouuiiiiiiiiiiiiiiiiiceeeeeeeeeeeeiee e 26
2.1. Suivide 1a grossesse €N [HE........cooouiiiioii i e e e e e e aaaaaas 26
2.1.1. Aspects reglementaires .......ccceeeeeeieii e, 26

2.1.2. La Recherche d’anticorps anti-érythrocytaires (RAE) ........cccoeveeiieeieienennnnnnnnnnn. 28

2.1.3. Le groupage sanguin foetal ..........cccoooiiiii i, 29

2.2. Prise en charge d’une allo-immunisation maternelle..........ccocooeeiiiiiiiiiiiiiiiiceciecnn, 31
2.2.1. Impact d’une allo-immunisation dans le suivi de la grossesse.......................... 31

2.2.3. Le titrage d’anticorps......cooeiriiiiiiiii i, 33

2.2.4. Le dosage pondéral d’anticorps......cccceeiiiiiiiiiiiii, 35

2.2.5. Prise encharge foetale.........cooooiii 38

2.2.6. Prise en charge NEoNatale .........ceeiiiiiieiiiiiccee e e e 40

3. Prévention d’'une immunisation anti-RHL(D).......cccovvvuirriiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeevieeee e 42
3.1. Historique de la stratégie préventive en France .........ccevvvvvieeeiieeeeeeiicieee e eeeeeeneeen 42

3.2. 'immunoglobuline anti-RH1(D) (Ig anti-RHL1(D)) .....uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiieceeceeeeeeeeen 44



3.2.1. Présentation du MEAICAMENT ....ie ettt e e et e e et et e eeeennaees 44

3.2.2. PharmacoCin@tiQUe ........ccoeiiiiiiiiiii 45

3.2.3. Indications du Rhophylac® en France ......cccccceiiiiiiiiiiiiieeeee, 47

3.3. Adapter la dose d’'Ig anti-RHL(D) .....uuuuuuuuuuumniiii s 48
3.3.2. Le Test de KITNAUET ......ceiiiiiiiieeee e 48

3.3.3. Adaptation posologique de I'immunoglobuline anti-RH1.............cccceeeeeereennnee. 50

3.4. Anticorps immun ou anticorps PasSif ?........eeiiiiii 51

3.5. Quel seuil d’lg anti-RH1(D) pour protéger d’une allo-immunisation ?..................... 52
Partie 2 : DONNEes eXPEriMENTAIES .........ovvvviiiiiiiie et e e e e et ee e e e e eeeeessnanes 54
B O ] 1= ] £ OO UUPPPUPUU 54
2. Matériel et METhOTES .........eiiiie e e 55
2.0, EChantillons .....eeeiiiieeeeee e 55
2.2. SUpPPOrt MICrOfiEration .......coouviiiiiiiie e e e e e aeeees 57
2.3. Hématies tests utilisées dans le Microtitrage .........cuvvveeeiiieiiieeiiiiieeeeeeeeeeeee e, 58
2.4, Etalon @Nnti-RHI(D) ..vuueiiieiiiieeiiiiieie ettt e e etteee e e e e e e eevasb e e e e eeeeseassaneeeeeesenes 60
o N B =Y ol T o1 o o] o U 60
2.4.2. Dosage pondéral par un AULOANGIYSEN ......ceuvvveieiiiiiiiiiiiiieee e e e e eeeaaaae 60

2.5. Recherche d’anticorps érythrocytaire (RAE) ........oovvvviiieiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeevviieeeeeeeeeens 61
2.6. Microtitrage d’anticorps anti-RHL(D) .......uuueeiiieiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeiriieeeeeeeeeeeerriieeeeeeeeeens 62
T8 N = o 1o [ T oYU 62

B 300 A =Yl oY o Yo LU PN 63
2.6.3. INTEIPIrELAtION ...uuuieieiiiiii s 63

B B N YN I - A ] 4 o [ RSPt 64
B RESUITALS. .. e ettt e e s e e e e e e e e e e e e 65
3.1. Choix du support mMicrofiltration ...........cceviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 65
3.2. Validation de la méthode sur carte gel IgG Biorad®..........ccovvvveviiivieeeiieeiiiiienieeeeeeeeennns 67
3.2, 1. REPETADIIITE. ...ttt e ettt e e seseeeeet et etse e e eaeseeeeeseeeeeseseeeens 67
3.2.2. Test de reproduCtibilité....... ... 68
3.2.3. SPECIfiCité et iINtErfErENCES......uueie s 69
3.2.4. Sensibilité et limite de détection ............ueiiiiiiiiiiiii 71
3.2.5. RODUSEESSE ...ttt 75

L D 1Yo U Y[ o F PP PP PP PP PPPPPPPPPPPPPPPPPPPRE 78
5. CONCIUSION L.ttt e e e e e e e s bbb e e e e e e e e e e s snrbrereeeeeeeaas 84



211 o] [ToT={ =T o] a =T PPPPPPPPRPPPPRt 87

ANNEXE | : Circonstances pouvant induire des hémorrhagies foeto-maternelles au cours de la

o4 € 1Y T Y < PPNt 92
ANNEXE Il : Image des tests de comparaison des 3 types de support microfiltration ............ 93
ANNEXE III : Protocole de validation de méthode du microtitrage .......ccccvvvvvvvvevvveeveveeeneennnnns 96
SErMENT A GAlIEN .t e e e e e e e e e e 100
RESUME dE 12 TNESE .. e e e e e s eeeeeeeas 101

Liste des figures

Figure 1: Voie métabolique de la dégradation de I'heme et formation de la bilirubine d’apres
I'article de PhyIlis €t @l (15) ....cvuuuiiieiiiieiiiiieiiiicie et e et e e e e eeeeeeabaeeeeeeeeeseeesaaes 20
Figure 2 : Répartition des anticorps a risque d'anémie foetale sévére lors d'IFM (Poster SFTS
présenté a I'ISBT en juin 2018 sur cohorte CRNHP du 01/07/2007 au 31/12/2016) .............. 25
Figure 3: Résultats en technique tube (a gauche, positif du tube 01 au tube 06) / microplaque
(au milieu, panel de dépistage Diagast® sur Qwalys®) / gel filtration (3 droite, panel
d’identification Grifols®, positifs dans les puits 04, 05 et 08) .........cceeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiie, 28
Figure 4: Indications de génotypage RHD fecetal pour une femme enceinte selon qu’elle soit
immunisée ou non contre I'antigene RH1(D) (Dr Mailloux, CNRHP, 2015) ......cccceeeeeieiiicnnnn. 30
Figure 5 : Conduite a tenir selon la spécificité de I'anticorps identifié en RAE lors d’une

grossesse selon les recommandations du CNRHP en 2015........coooviiiiieniiieeecciicceee e 32


https://d.docs.live.net/14e07d549e5cf616/Documents/Internat%20Biologie%20Médicale/Semestre%205%20-%20EFS/Micro-titrage/THESE/THESE%20v14.docx#_Toc73716837
https://d.docs.live.net/14e07d549e5cf616/Documents/Internat%20Biologie%20Médicale/Semestre%205%20-%20EFS/Micro-titrage/THESE/THESE%20v14.docx#_Toc73716837

Figure 6: Résultat d’un titrage en technique tube (a gauche). Le titre retenu est I'inverse de la
dilution du premier tube cotant « + » selon les critéres de cotation d’intensité a droite....... 33
Figure 7 : Titres d'anti-D déterminés par technique tube conventionnelle (CTT), testés en gel
ou une variation du titre semble s’observer, repris de |'article de Novaretti et al (35) .......... 34
Figure 8: Arbre décisionnel des grossesse avec allo-immunisation anti-RH1(D) d’aprés le Dr
IMAITTOUX (33) iiiiiiieiiiieii et e e e e e e e e e et e e e e eeeeeeaessa e eeeeeeseesssannaeeeeesessssnnnnn 35

Figure 9: Schéma d'un AutoAnalyseur d'hémagglutination en flux continu (Moore et al (37))

Figure 10 : Arbre décisionnel en cas de RAE positive lors d’une grossesse (SFTS 2017) ......... 40
Figure 11: Facteurs influencant |I'efficacité de la photothérapie pour corriger
I'hyperbilirubinémie néonatal, selon 'article d’Academy et al (46) ...ccceeeevvvvevrvrrieeeeeeenrrennnnn, 41
Figure 12 : Fréquence des anticorps lors d’allo-immunisation foeto-maternelles pour 1000
échantillons selon les articles de la littérature repris dans I'article de Pal et al (53) .............. 43
Figure 13: Moyenne (et écart-type) des concentrations sériques en IgG anti-D apres injection
de 300ug d'immunoglobulines anti-D a 28 SA de grossesse montrant des concentrations
devenant comparables a partir de 2 semaines apres administration de Rhophylac®, d’apres
I'article de Bichler @t al (59) ....ccuuuuiiiiiiiiiiecee et e e e e e et e e e e e eeeeeeaaaas 46
Figure 14 : Image d'hématies adultes (roses pales) et foetales (magenta) au microscope
optique apres la coloration du Test de Kleihauer..............ccco 49
Figure 15 : Concentration en anti-RH1 attendue a la suite d’une injection d’lg anti-RH1(D) 300

ug faite a 28 SA en IV. La concentration en anti-RH1 diminue de moitié toutes les 3 semaines.

Figure 16 : Répartition des différents échantillons pour les tests de sensibilité, spécificité et

interférences de la validation de méthode du microtitrage ......cccceeeeeeevveiiiiiceeneeeeeeen, 56



Figure 17: lllustration du potentiel Zéta (source : site internet ToutSurlLaTransfusion

https://www.toutsurlatransfusion.com/immuno-hematologie/anticorps/potentiel-zeta.php)

Figure 18: Principe d'interprétation d'un résultat de microtitrage anti-RH1(D). Exemple visuel
sur des cartes-gels 1gG Biorad®. La concentration du patient en anticorps anti-RH1(D) est de
12 ng/mL selon cette méthode de MICrotitrage. ......occovvvveeeeiiieeeiiieeee e 62
Figure 19 : Photographies de support Biorad® testés avec 50uL d’hématies test et 25ulL de
plasma par puit. La dilution du plasma, dans du plasma AB, est renseignée sur le puits. Les
puits du support de gauche contiennent un plasma identifiant un anticorps anti-RH4(c) en RAE
et sont d’intensité 4+. Les puits du support de droit contiennent le plasma d’un patient traité
activement par Daratumumab et sont d’intensité 2+ sans décroissance..........ccccceeeeeeeeeennnns 71
Figure 20 : Comparaison des concentrations mesurées en microtitrage avec les concentrations
théoriques d’aprés la date d’injection de Rhophylac® et la dose regue : concentrations
visuellement similaires sans grande disparité. Concentration théorique souvent supérieure
visuellement a la concentration mesurée mais les HFM silencieuses ne peuvent étre
FEINISEIGIEES ..vvvvvrvererereeeerteeeesreeeessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnnns 73
Figure 21 : Coefficient de corrélation entre la concentration mesurée en microtitrage et la
concentration théorique attendue en anticorps anti-RH1(D) d'aprés les données

pharmacocinétiques des Ig anti-RH1(D). Le coefficient de corrélation "r" est de 0,97............ 74

10



Liste des tableaux

Tableau | : Spécificité des anticorps et le risque d'anémie sévere associé .........ccceeeeeeeeeennnee. 24
Tableau Il : Valeurs seuils critiques d'alerte des principaux anticorps a risque foetal (40)...... 37
Tableau Il : Recommandations pour la prise en charge des femmes enceintes RH:-1 et Ia
prévention de I'allo-immunisation anti-RH1 (CNGOF, 2006) ...........euvvvevrereeeeeeeneneeeenreeneennnnnns 43
Tableau IV : Adaptation de la dose d'immunoglobulines anti-D en fonction du volume d'HFM
estimé par le test de Kleihauer (CNGOF, 2012) ...uuuceerieeiiieeiiiiieeeeeeeeeeeetceee e e e eeeeevnnneeeeeeeeeens 50
Tableau V : Dénomination et image des 3 supports microfiltration testés, ainsi que la
possibilité d’automatiser la technique sur un automate disponible a I'EFS AURA site de
[CT =T aTo] o 1= PP PPPP TP 57
Tableau VI : Concentrations sériques théoriques attendues en anti-RH1 passifs apres
AdMINiStration d'IZRHTL (33) .uuuiiiiiiiiiiiiiiiii et e e e e e e e e eeeeesabbreeeeeeeeees 64
Tableau VII : Intensités d'hémagglutination dans les puits de 3 supports microfiltrations testés
(Biorad®, OCD®, Grifols®). Pour Grifols® et OCD® les réactions d’hémagglutination ne se
négativent pas et la DDP n’est pas fixe. Pour le support Biorad®, la DDP est claire a la dilution
32 et I'intensité d’hémagglutination décroit au fil des puits jusqu’a se négativer.................. 65
Tableau VIII : Résultats du test de répétabilité sur un étalon anti-RH1(D) dilué a 24 ng/mL : la
derniere dilution positive est 32, I'intensité d’hémagglutination décroit au fil des dilutions et

les puits a garder pour rester sur 1 carte a 6 puits sont les puits 2 a 64 (intensités 4+ a 0,5+/0)

Tableau IX : Résultats du test de reproductibilité sur étalon anti-RH1(D) dilué a 24 ng/mL : la

derniere dilution positive est 32. Les variation de jour ou d’opérateur n’affecte pas le résultat

11



du microtitrage. Le cadre de lecture de la dilution 2 a 64 utilisé 5 fois montre des intensités
d’hémagglutination de 4+ a 0.  (NR=NON REAlISE) .....cceevviiiiiiiiiiee e 68
Tableau X : Résultat des tests de spécificité et interférences du microtitrage. La présence d'un
témoin auto positif en RAE, la fibrine, I'hémolyse, la lactescence, la congélation, un ATCD de
traitement par Daratumumab arrété depuis plus d'un an et la présence d’un anticorps anti-
RH3(E) n’interférent pas avec le microtitrage. La présence d’'un anticorps anti-RH4(c) et le
traitement par Daratumumab interferent avec le microtitrage. (NR = Non-Rendu)............ 70
Tableau XI : Résultats de sensibilité du microtitrage. Les analyses sont positives malgré une
RAE parfois négative, d'ou l'importance des renseignements sur la date et la dose injectée.71
Tableau XII : Résultats du microtitrage pour les 8 patients connus avec un allo-anticorps anti-
RH1(D) et présentant une RAE positive identifiant au anticorps anti-RH1(D). Tous les
échantillons sont positifs €N MICrOtItrage. .......cuvvviiiiiiiiiiiiiiceee e 75
Tableau XIII : Résultats de stabilité d'un flacon d'hématies-tests a 2-8°C. Les intensités restent
similaires jusqu’a J11 inclus. A J14, les intensités augmentent par puits, méme si la derniere
AiIlUtION POSITIVE FESTE 32, oo e et e e e e e e e e et ae e e e e e e e eeaanenaaeeeeeanees 76
Tableau XIV : Stabilité d'échantillons a 2-8°C avec des microtitrages réalisés a JO, J4, J7 et J11.

L’écart d’intensité par puits d’excede pas 1 et la derniére dilution positive reste identique..77

12



Liste des principales abréviations

AURA : Auvergne-Rhone-Alpes

CGR : Concentré de Globules Rouges

CNGOF : Collége National des Gynécologues et Obstétriciens Francais
CNRHP : Centre National de Référence en Hémobiologie Périnatale
CSP : Code de la Santé Publique

DP : Dosage pondéral

EFS : Etablissement Francais du Sang

HAS : Haute Autorité de Santé

IFM : Incompatibilité foeto-maternelle

Ig anti-RH1(D) : Immunoglobulines anti-RH1(D)

IHE : Immunohématologie érythrocytaire

LBM : Laboratoire de biologie médicale

MHFN : Maladie hémolytique foetale et néonatale

OCD® : Ortho Clinical Diagnostics®

RAE : Recherche d’anticorps anti-érythrocytaires

RCP : Résumé des caractéristiques du produit

SA : Semaine d’aménorrhée

TIA : Test indirect a I’antiglobuline



Introduction

Le systeme Rhésus représente la premiére source d’'incompatibilité transfusionnelle en
France. Bien que présent uniguement au niveau érythroide, certains antigénes de ce systeme
sont fortement immunogenes, en particulier I'antigéne RH1(D). En transfusion on estime
gu’un patient dépourvu de cet antigene a 20% de risque de s’allo-immuniser par production
d’anticorps anti-RH1 si on lui administre un concentré de globules rouges (CGR) RH:1(D+) (1).
Si cette synthése d’anticorps est bénigne pour I’h6te dans la plupart des cas, la grossesse reste
une situation particuliére. En effet, les allo-anticorps sont surtout des immunoglobulines de
classe IgG pouvant passer la barriere foeto-placentaire (BFP). Si une femme enceinte RH:-1(D-
) (environ 15% de la population caucasienne) possede des allo-anticorps anti-RH1(D), via une
sensibilisation par transfusion antérieure ou grossesse précédente, ces derniers peuvent avoir
des conséquences graves pour le feetus s'il possede I'antigéne RH1(D). On parle alors
d’incompatibilité foeto-maternelle érythrocytaire (IFME), et, dans le cas de I'antigene RH1(D),
il en découle un risque de maladie hémolytique fcetale et néonatale (MHFN) grave. La
stratégie de suivi de grossesse actuellement préconisée en France est formalisée dans les
Recommandations de Pratique Clinique (RPC) du College National des Gynécologues et
Obstétriciens Frangais (CNGOF) et comprend, entre autres, des bilans d'immunohématologie
érythrocytaire (IHE) réguliers. Des analyses IHE sont d’abord effectuées pour déterminer s’il
existe un risque d’incompatibilité, et puis d’autres analyses sont a prévoir durant la grossesse

selon si une IFME est avérée.

En France, une stratégie préventive ciblée est disponible en cas d’IFME impliquant
I"antigéne RH1(D) : l'utilisation d’immunoglobuline anti-RH1 (Ig anti-RH1(D)) si une femme

RH:-1(D) attend un/des enfant(s) RH:1(D+). Ce médicament prévient la rencontre entre les
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hématies foetales et le systéme immunitaire (SI) maternel, en augmentant la vitesse
d’élimination des hématies D+ complexées avec I'lg anti-RH1(D). Cependant, son statut
d’anticorps anti-RH1(D) de nature IgG ne le rend pas différenciable des anticorps produits lors
d’une allo-immunisation. Et son utilisation proposée de maniére systématique lors de
situations a risque peut sembler paradoxale en raison de sa nature de médicament dérivé du

sang (MDS).

Le travail présenté ici a pour objectif de mettre en place au LBM de I’Etablissement
Francais du Sang Auvergne-Rhone-Alpes (EFS AURA) une technique permettant d’aider a
répondre a ces problématiques : un microtitrage ou microdosage des anticorps anti-RH1(D).
Cette analyse est congue pour pouvoir rendre une valeur numérique de concentration en
anticorps RH1(D) dans I'organisme qu’il est possible de comparer a des abaques basés sur la
pharmacocinétique des Ig anti-RH1(D). Ainsi, ce test est en mesure de différencier un allo-
anticorps d’un anticorps passif provenant de I'injection d’lg anti-RH1(D), et peut permettre
également de s’assurer gu’une femme enceinte non immunisée ayant recu des Ig anti-RH1(D)
est bien protégée. Dans ce dernier cas, lors d’une situation a risque d’hémorragie foeto-
maternelle (HFM), le microtitrage pourra aider a déterminer si une nouvelle injection d’lg anti-

RH1(D) est nécessaire ou non.

Aprés un rappel des particularités IHE du suivi d’'une femme enceinte RH:-1(D-), ce
travail a pour objectifs la conception analytique de la méthode de microtitrage et la
comparaison de différents supports microfiltration pour peut-étre automatiser la technique.
Des pistes d’indications du microtitrage sont aussi proposées d’apres |'état actuel des
connaissances sur cette analyse, les recommandations d’organismes nationaux et

internationaux, et les autres techniques disponibles.
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Partie 1 : Synthese bibliographique
1. Physiopathologie de I'Incompatibilité foeto-maternelle érythrocytaire (IFME)

1.1. Etiologie de I'IFME

1.1.1. Le systeme Rhésus

Le systeme Rhésus (Rh) doit son nom au singe Macacus rhesus ayant permis la mise en
évidence du premier antigéne de ce systeme : I'antigéne RH1 ou « D ». En 1939, Levine et
Stetson mettent en évidence un anticorps apres la réaction transfusionnelle sévere d'une
femme de groupe sanguin O venant d’étre transfusée par le sang de son mari (également de
groupe O) juste apres son accouchement. Le nouveau-né souffre d’anémie hémolytique.
L’anticorps sérique présent chez la mére reconnait les hématies de son mari et de son enfant,
et agglutine 85% des sujets européens compatibles en ABO, d’ou I'hypothése que la mére se
soit allo-immunisée contre I'antigene érythrocytaire de son fils, hérité de son mari. L'année
suivante, grace a des hématies de Macacus rhesus, Landsteiner et Wiener produisent un
anticorps agglutinant 85% des hématies des donneurs de sang de New York, qu’ils nomment
« anti-Rhésus ». Bien que finalement les deux anticorps étudiés soient différents, le nom
« d’anticorps anti-Rhésus » est resté pour I'anticorps humain. De nombreux antigénes sont
ensuite ajoutés a ce systéeme (plus de 60 antigénes répertoriés aujourd’hui). En 1962,
Rosenfield propose une nomenclature numérique attribuant un chiffre a chaque antigéne
(« RH1 » pour I'antigéne D par exemple), et les études en biologie moléculaire des années
1980 ont permis de déterminer les bases génétiques des antigénes Rh : le géne RHD et le géne
RHCE portés par le chromosome 1, codant respectivement pour les antigénes RH1(D) et

RH2(C)/ RH3(E)/ RH4(c)/ RH5(e).
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En France, on compte environ 1a 1,1 millions de grossesses par an, incluant les
grossesses vivantes, les fausses couches spontanées (FCS), les grossesses extra-utérines (GEU)
et les interruptions médicales volontaires de grossesse (IMVG) entre autres (2). Environ 15%
de la population caucasienne, 5% de la population africaine, 2% de la population indo-
eurasienne et < 1% de la population chinoise est RH:-1 (2,3). Cela permet d’estimer environ
150 000 — 165 000 femmes RH:-1 enceintes chaque année en France dont 90 000 (environ
60%) porteuses d’un foetus RH:1 (75 000 aprés 28SA) et donc en situation d’IFME et a risque

d’allo-immunisation anti-RH1(D) en I'absence de prophylaxie.

1.1.2. L’IFME : définition et épidémiologie

L'incompatibilité foeto-maternelle érythrocytaire (IFME) est une situation ol un conflit
immunologique existe entre les antigénes érythroides du foetus et le systéme immunitaire (SlI)
de la mere. Des hématies foetales portant un antigéne étranger d’origine paternelle passent
dans la circulation maternelle lors de situations a risque (voir Annexe 1) et le SI maternel est
susceptible de produire en réponse un allo-anticorps contre cet antigene, immunisant ainsi la
mere contre les globules rouges de son enfant. Ce dernier est alors a risque de développer
une maladie hémolytique feetale ou néonatale (MHFN). Le passage d’hématies foetales dans
le sang maternel se produit généralement lors d’"HFM durant la grossesse. Si plus d’une
centaine d’antigenes ont été impliqués dans les IFME, les plus fréquents sont ceux des
systemes Rhésus, Kell, Duffy, Kidd et MNS. Ils sont exclusivement érythrocytaires et bien

développés chez le feetus avant 6 semaines d’aménorrhée (SA) (4).
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1.1.3. ’hémorragie feeto-maternelle (HFM)

L’'hémorragie feeto-maternelle correspond au passage d’hématies foetales dans la
circulation maternelle durant la grossesse ou lors de I'accouchement (5). Si ce phénomene est
connu depuis plus d’un siecle, ce n’est qu’en 1954 que Chown and al le démontrerent avec
des tests sérologiques (6), et, en 1957, I’équipe d’Enno Kleihauer énonce le principe du test
éponyme, encore utilisé de nos jours en routine, pour quantifier ces globules rouges feetaux
(7). 'HFM peut survenir des le premier trimestre (8), de maniére spontanée ou induite par
des gestes obstétricaux ou traumatiques (amniocentése, version par manceuvre externe,

ponction de sang feetal).

1.1.4. Quels facteurs de risques d’IFME ?

Dans la population caucasienne, en dehors du systeme ABO, les antigenes les plus
immunogenes sont, dans I'ordre : I'antigene RH1(D), KEL1(K), RH4(c) et RH3(E). Ainsi 3 de ces
4 antigenes proviennent du systéme Rh, et 1 du systéme Kell. Plusieurs études relevent
I'importance de la compatibilité ABO entre la mere et le foetus (8-10). Selon Bowman, le
risque d’allo-immunisation anti-Rh est d’environ 16% si le foetus est compatible en ABO avec
sa mere, contre 1,5-2% s’il ne I’est pas. L’hypothése d’une prise en charge et élimination plus
rapide des hématies feetales dans le second cas est souvent retenue, permettant ainsi de

limiter le risque d’'immunisation (11).

L'immunogénicité des antigenes n’est pas le seul facteur de variabilité dans la survenue
d’une allo-immunisation : la dose d’antigénes administrée, la densité antigénique sur les
hématies et la génétique du patient sont aussi a prendre en compte. Ainsi, parce que le volume
de sang foetal lors d’'une hémorragie feeto-maternelle (HFM) est plus faible que lors d’une
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transfusion, la fréquence d’immunisation est plus faible lors d’une grossesse que lors d’une
transfusion incompatible (3). Néanmoins, I'antigéne KEL1(K) est estimé plus immunogéne que
les antigénes des systemes Duffy ou Kidd, bien que sa densité antigénique érythrocytaire soit
plus faible. La méthode de classification semble donc complexe et un facteur relatif au statut

répondeur de chaque individu est sirement a prendre en compte.

Par exemple, il a été relevé des titres plus élevés d’anticorps anti-RH1(D) pour des
patientes HLA-DQB1*0201 (12), ou alors un risque d’allo-immunisation anti-RH1(D) durant la
grossesse plus élevé pour une mere HLA-A3 (13). Cela peut interroger sur I'implication de
facteurs génétiques relatifs au phénotype HLA des individus autour des situations d’IFME. Les
individus de phénotype « D faible » issus de certaines variations du géne RHD, auraient un
risque tres faible, mais non nul, de s’allo-immuniser contre des hématies de phénotype
RH:1(D+) (14). Certains scientifiques ont également noté que les protéines D et CcEe ont
davantage d’acides aminés différents (35 aa) que les protéines C et c (4 aa). La finalité de
I’'argument est qu’un individu D- aurait plus de risques de s'immuniser par du sang D+ qu’un
individu C- (et donc c+) par du sang C+, car, dans le second cas, le nombre d’aa différent est

bien moindre (3).

Le risque principal d’'une allo-immunisation est une conséquence clinique grave lors
d’une grossesse suivante, ou transfusion ultérieure, impliquant une hémolyse. Dans le cas de
la grossesse, le risque se situe chez le foetus et le phénoméne se nomme: maladie

hémolytique foetale et néonatale (MHFN).

19



1.2. La Maladie Hémolytique Foetale et Néonatale (MHFN)

1.2.1. Rappels sur I’'hémolyse

L’hémolyse est un processus physiologique libérant I’hémoglobine dans la circulation

sanguine. La molécule d’héme est ensuite dégradée par I’héme oxydase en monoxyde de

carbone et biliverdine, elle-méme métabolisée en bilirubine par la biliverdine reductase. Puis

cette bilirubine non conjuguée se lie a I'albumine plasmatique pour étre transportée jusqu’au

foie ou elle est conjuguée a un groupement glucuronosyl. Ce n’est qu’apres cette étape que

la bilirubine conjuguée peut étre éliminée par les voies biliaires et les selles (voir Figure 1 issue

de I'article de Phyllis and al (15)).
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Figure 1: Voie métabolique de la dégradation de I'hnéme et formation de la bilirubine d’aprés

I'article de Phyllis et al (15)
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Chez le nouveau-né, un ictére physiologique peut avoir lieu durant les premiers jours
de vie. En effet I'enzyme de conjugaison hépatique UGTT1A1 (Uridine Diphosphate
Glucuronosyl Transferase) prenant en charge la bilirubine liée a I'albumine n’est présente a la
naissance qu’a environ 1% de sa concentration adulte, et augmente jusqu’a 100% en 14
semaines (16). Cela est couplé a une hémolyse importante les premiers jours de vie du fait
d’'une hématocrite élevée et une durée de vie raccourcie des hématies a la naissance,
entrainant un excés de bilirubine non conjuguée pouvant saturer I'albumine. L'excés de
bilirubine sérique se distribue alors dans les tissus, dont la peau et les muqueuses, pour
donner une coloration jaune au nouveau-né (ictére). Celle-ci est normalement réversible
aprés la fin du pic d’hyperbilirubinémie a 1 semaine de vie environ (17). Le risque d’'une
hyperbilirubinémie prolongée et/ou de trop forte intensité réside surtout dans sa
neurotoxicité. En effet, en cas de saturation de I'albumine, la bilirubine non liée passe la

barriere hémato-encéphalique et peut entrainer un ictére nucléaire ou kernictere (15).

Dans le cas général d’'une MHFN, les anticorps maternels accélerent I’hémolyse
causant, chez le feetus, a la fois une anémie et une hyperbilirubinémie. Dans les formes les
plus séveres, I'anémie feetale résultante peut donner un état d’anasarque avec une mort
foetale in utero, ou une anémie néonatale avec hyperbilirubinémie néonatale rendant le
nouveau-né ictérique et pouvant entrainer une encéphalopathie hyperbilirubinémie (ictére

nucléaire) (18).

1.2.2. De la MHN a la MHFN

Le premier cas de maladie hémolytique périnatal a été décrit en 1609 par la sage-

femme francaise Louise Bourgeois, concernant deux jumeaux présentant des symptomes
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différents : I'un était hydropique et I'autre présentait I’équivalent actuel d’un ictére nucléaire
(9). Ce n'est qu’en 1932 que I’hydrops feetal, I'ictére grave et I'ictére nucléaire furent reliés en
une méme pathologie dénommeée érythroblastose foetale dont les premiers cas furent décrits
chez le nouveau-né, d’ol le nom de « maladie hémolytique du nouveau-né » (MHN ou
MHNN). (4). Puis, de facon générale, le suivi de la grossesse par une équipe spécialisée a
permis |'exploration de cette maladie au stade fcetal, et le nom est devenu « maladie
hémolytique feetale et néonatale » (HMFN) (19). Cette maladie correspond a une anémie
hémolytique et survient des suites du passage d’allo-anticorps dirigés contre des antigénes
foetaux d’origine paternelle a travers le placenta, causant une hémolyse des globule rouges
foetaux (20), parfois complétée d’'une inhibition de I'érythropoiése foetale dans le cas

d’anticorps anti-KEL1(K) (21).

1.2.3. Caractéristiques des anticorps pour un passage transplacentaire

Les anticorps pouvant aboutir a une MHFN peuvent provenir d'une hétéro-
immunisation « naturelle » (anti-A, anti-B) ou une allo-immunisation aprés transfusion ou
HFM. Cependant, ils doivent étre des immunoglobulines de classe G (IgG) qui sont les seules

a pouvoir passer la barriére foeto-placentaire (BFP) et entrainer une hémolyse feetale (22).

Le passage transplacentaire des IgG est un phénomeéne actif via les récepteurs FcRn
placentaires. Ce phénomeéne initialement protecteur permet au foetus d’obtenir une
immunité passive pendant sa vie foetale et ses premiers mois de vie, le temps que son propre
systéme immunitaire soit fonctionnellement mature. Ce passage commence vers la fin du
premier trimestre de grossesse dans |'espéce humaine, principalement sur les cellules du

syncytiotrophoblaste, mais évolue linéairement en cours de la grossesse. De 5-10% des taux
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d’lgG maternelles vers 17-22 SA, le foetus finit par disposer de 120 a 130% des concentrations
maternelles en anticorps a terme, preuve du caractére actif du transfert (23). Des quatre sous-

classes d’lgG, les IgG1 et IgG4 passent le plus efficacement le placenta (22).

Les IgG1 et 1gG3 sont les sous-classes responsables de maladies hémolytiques et les
IgG1 entraineraient des cas d’anémies plus sévéres que les IgG3. Le transfert d’anticorps de la
mere a I’enfant est proportionnel au taux d’'immunoglobulines maternelles et a I'intégrité du
placenta. Pour pouvoir entrainer une IFME, I'lgG doit également avoir une affinité suffisante
pour |'antigéne et pouvoir aussi activer les récepteurs Fc des macrophages. lls sont aussi

toujours actifs a +37°C (24).

1.2.4. Spécificité des anticorps

Lorsqu’une allo-immunisation est suspectée chez une femme enceinte, il est essentiel
d’identifier I'anticorps impliqué car de sa spécificité va dépendre la gravité potentielle de
I'immunisation (voir Tableau I). En effet certains anticorps ne peuvent entrainer une MHFN
car ce sont des immunoglobulines de classe M (IgM) dont la structure pentamérique
imposante empéche le passage de la BFP. D’autre part, certains antigénes sont encore absents
des hématies au stade feetal, ne permettant pas une immunisation maternelle en cas d’IFME.

Les deux arguments précédents peuvent s’appliquer au systéme Lewis par exemple (24).

Concernant I’'antigene RH1(D), on estime qu’il est développé au niveau des hématies
feetales dés le 30°™¢ jour de gestation et est donc théoriquement capable d’induire des

hémolyses foetales par allo-immunisation maternelle a partir de cette période (4).
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Tableau | : Spécificité des anticorps et le risque d'anémie sévére associé

SPECIFICITE SPECIFICITE MHNN RISQUE INCIDENCE DES
{Nomenciature {Nomenclature D'ANEMIE CAS
wad tionnelie) numérique) FETALE | SYMPTOMATIQUES
< 6 g/dl (pour 1 000 naissances)
(SA ' semaines
d'aménarrhée)
Allo anticorps courants
Anti-A Anti-ABO1 QuI NON =2
Anti-B Anh-ABO2 QuUI NON =1
- Antic 4 OUI  |OUI (spres2084) | L0
Anti-C Antl-RHZ QuUI NON < 0.1
Anti-Cw Anti-RH8 QuUI NON < 0.1
“Anti-D. Anti-RHT OUI___|OUI (sprés 1554) 08
 Anfie | AntiRHS OUI | Exceplionnel _ <0.1
Anti-E Anti-RH3 oul Rare (3% inmestre) 01
Anti-Fya Anti-FY1 Qul Exceptionnel < 0.1
Anti-Fyb Anti-FY2 QuI NON < 0.1
Anti-G Anti-RH12 S § R ON R =01 :
JOR G
n l- a i <
Anti-Jkb Anti-JK2 Qul < 0 1
Anti-Kell ARBIKEL oul 0.05
Anti-K Antl-KEL3 OUI <0.1
Anti-M Anti-MNS 1 (o]8] <0.1 i
N T
\ NN
Anti-S Anti-MNS3 QulI NON <0.1
Anti-s Anti-MNS4 Qul NON < 0.1
o ~ Allo anticorps publics -
Anti-U Anti-MNS5 Qul Exceptionnel <0.1
Anti-Publics Anti-RH17, Qul Exceptionnel <01
RH 29 46
Anti-Publics | Anti-KELZ, 4, QuI Excoptionnel < 0.1
KEL 57
AT ““Q N \A?m An%&o““‘\\&\\“\:\§‘\\\\~m N §§$
§R\.‘I?}“?“?§??l\\\\\\\\\\\\ NN = AN
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Le systéme ABO est le systeme le plus impliqué dans les MHFN, surtout dans le cas
d’'une mere O avec un foetus A, AB ou B, mais donne rarement une maladie clinique. Les
symptOmes apparaissent le plus souvent en post-natal et ils n’incluent pas d’anémie feetale
sévere ni de prise en charge supplémentaire (11). Plus généralement, les anticorps immuns a
risque d’hémolyse post-natale comprennent les anticorps anti-RH1(D), anti-KEL1(K), anti-
RH4(c), anti-RH2(C), anti-RH8(Cw), anti-RH3(E), anti-RH5(e). Les trois premiers peuvent aussi
entrainer une hémolyse in utero et anémie feetale (24). Ce phénoméne est trés rare pour les
allo-immunisation anti-RH3(E). Les anticorps anti-KEL1(K) ont également la particularité
d’entrainer une baisse de I’"hématopoiése en recouvrant les précurseurs érythroides dans la
moelle osseuse. Cela empéche la correction physiologique des anémies et peut avoir des

conséquences cliniques lourdes, pas forcément bien corrélée aux titres de I'anti-KEL1(K) (25).

Si I'antigene RH1(D) est le premier antigene responsable d’IFME a risque de MHFN
d’'importance clinique, comme mis en évidence sur la Figure 2 ci-dessous, d’autres ont été
décrits comme les antigenes KEL1(K), RH4(c), RH3(E), JK1(Jka), FY1(Fya) et RH2(C), ou encore
des combinaisons d’antigenes avec en premiere ligne les antigenes RH1(D)+RH2(C) et les

antigénes RH1(D)+RH3(E) (26).

m anti-D (RH1)

1'!-'325:..-“

m anti-Kell (KEL1)
m anti-c (RH4)

W anti-E (RH3)

m anti-M (MNS1)
m anti-Jra (JR1)

anti-Kpa (KEL3)

Figure 2 : Répartition des anticorps a risque d'anémie faetale sévére lors d'IFM (Poster SFTS
présenté a I'ISBT en juin 2018 sur cohorte CRNHP du 01/07/2007 au 31/12/2016)
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2. Prise en charge d’une IFME a risque de MHFN

2.1. Suivi de la grossesse en IHE

Comme évoqué précédemment, environ 90 000 grossesses de femmes RH:-1 avec des
foetus RH:1 sont recensées chaque année en France. Lors de telles grossesses, deux situations
biologiques peuvent se présenter : soit la femme enceinte est déja immunisée et doit ainsi
bénéficier d’un suivi spécialisé durant sa grossesse, comprenant titrages, dosages pondéraux
réguliers de ses anticorps anti-RH1(D) et des explorations médico-techniques pour évaluer et
prendre en charge une potentielle anémie foetale; soit la femme enceinte n’est pas

immunisée et son suivi a alors pour but de prévenir son allo-immunisation.

La surveillance en immunohématologie érythrocytaire de la femme enceinte a ainsi 4
objectifs : dépister une allo-immunisation, surveiller son évolution, assurer la sécurité

transfusionnelle et mettre en ceuvre la prophylaxie de I'immunisation anti-RH1.

2.1.1. Aspects réeglementaires

Les examens médicaux obligatoires durant la grossesse sont formalisés dans I’article
R2122 du Code de la Santé Publique (CSP) et sont au nombre de sept pour une grossesse
évoluant a son terme, selon la version du texte en vigueur depuis le 27 mai 2003 en France.
Concernant I'lHE, I'article R2122-2 prévoit lors du premier examen prénatal, en cas de
premiere grossesse, une détermination des groupes sanguins (A, B, O, phénotypes RH 1, 2, 3,
4, 5 et KEL1) si la patiente ne possede pas de carte de groupe sanguin compléte (deux
déterminations). C'est lors de ce premier examen, avant la fin du troisi€me mois de grossesse,

gue le phénotype Rh de la patiente doit étre connu. Selon les RPC du CNGOF, si la mere est
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RH:-1, elle doit recevoir une information sur I'immunisation anti-RH1(D) en termes de
dépistage, suivi et prévention. A cette occasion, le phénotype RH:1 du conjoint est a
documenter. Si I'on est en situation d’IFME impliquant I'antigene RH1(D), c’est-a-dire si le
conjoint est RH:1(D+) ou inconnu, un génotypage foetal est proposé, permettant de
déterminer si une potentielle allo-immunisation anti-RH1 est a anticiper lors du suivi de la
grossesse. Si tel est le cas, alors une prophylaxie par immunoglobulines anti-RH1(D) doit étre
proposée a la meére. En effet, il est maintenant recommandé en France de limiter cette

prophylaxie aux seules femmes RH:-1 enceintes d’un foetus RH:1.

Lors du premier examen prénatal, le CNGOF recommande également la réalisation
d’une RAE. Si celle-ci est négative, une RAE de contréle doit étre réalisée au cours du sixieme
mois de grossesse, idéalement entre 26 et 28 SA. Si cette derniere est également négative et
date de moins de 7 jours, une injection d’lg anti-RH1(D) a 28SA est recommandée, apres

I’obtention du consentement de la patiente.

Le délai maximal de 7 jours entre la derniére RAE négative et l'injection d’lg anti-
RH1(D) n’est pas toujours respecté en pratique. Dans le cas, lors d’examens IHE ultérieurs ou
la RAE identifie un anticorps anti-RH1(D), le test de microtitrage développé ici peut étre
recommandé pour confirmer que la concentration d’lg anti-RH1(D) retrouvée est en accord
avec la date de l'injection. Cela permet de sécuriser I’'absence d’immunisation avant injection

d’lg anti-RH1(D).
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2.1.2. La Recherche d’anticorps anti-érythrocytaires (RAE)

La RAE est un dépistage des anticorps dirigés contre les antigénes érythrocytaires (hors
systeme ABQO). Le plasma du patient est mis en contact d’hématies-tests de groupe sanguin O
et de phénotypes sélectionnés et connus, en utilisant une technique d’hémagglutination
comme le Test Indirect a I’Antiglobuline (TIA). Les anticorps de nature IgM (anticorps naturels
irréguliers) sont naturellement agglutinants, mais les anticorps immuns 1gG ne peuvent
agglutiner seuls des hématies et nécessitent I’ajout dans le milieu réactionnel d’anticorps anti-

IgG (antiglobuline) permettant de provoquer une agglutination macroscopique.

Figure 3: Résultats en technique tube (a gauche, positif du tube 01 au tube 06) / microplaque
(au milieu, panel de dépistage Diagast® sur Qwalys®) / gel filtration (a droite, panel
d’identification Grifols®, positifs dans les puits 04, 05 et 08)

Source : site internet ToutSurlatransfusion (https://www.toutsurlatransfusion.com/immuno-
hematologie/recherche-anticorps/realisation.php)

Selon I’arrété du 15 mai 2018, la RAE comporte 2 épreuves : une épreuve de dépistage
utilisant 3 hématies-tests, et, en cas de positivité, une épreuve d’identification sur au moins
10 hématies-tests. La composition des panels d’hématies-tests est réglementé pour pouvoir
mettre en évidence les anticorps dirigés contre les antigenes RH1(D), RH2(C), RH3(E), RH4(c),
RH5(e), KEL1(K), KEL2(k), KEL4(Kpb), FY1(Fya), FY2(Fyb), JK1(Jka), JK2(Jkb), MNS1(M),
MNS2(N), MNS3(S), MNS4(s), LE1(Lea), LE2(Leb), P1(P1), LU2(Lub) en épreuve de dépistage
et, en plus, les anticorps dirigés contre les antigénes RH8(Cw), KEL3(Kpa) et LU1(Lua) en

épreuve d’identification. Cela comprend ainsi les anticorps a incidence obstétricale et
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transfusionnelle. Pour confirmer la spécificité d’un anticorps identifié en RAE, elle doit étre
présente sur au moins 3 hématies présentant I'antigene correspondant et absente sur au
moins 3 hématies dépourvues de I'antigene. Des panels complémentaires d’hématies-tests

sont généralement disponibles si besoin en laboratoire.

Une RAE a un délai de validité de 72h précisément, pouvant étre étendue a 21 jours
sur dérogation médicale en cas d’absence de transfusion, de greffe et de grossesse dans les 6
derniers mois. Pilier de la sécurité immunologique transfusionnelle, elle est obligatoire avant
toute transfusion de concentré de globules rouges (CGR) et 3 semaines environ aprés une

transfusion pour vérifier I’'absence d’immunisation post-transfusionnelle.

Si la RAE est positive, notamment a un anticorps anti-RH1(D), elle est complétée d’un
titrage +/- dosage pondéral selon le titre, a répéter régulierement, pour compléter
I’exploration de I’anticorps identifié. Un génotypage foetal sur sang maternel peut aussi étre
recommandé pour certains anticorps (D, E, c et K). Ces examens de suivi permettent de
pouvoir diagnostiquer une situation a risque de MHFN séveére et de justifier un suivi rapproché

jusqu’a la fin de la grossesse.

2.1.3. Le groupage sanguin fcetal

Historiquement pratiqué sur prélevement invasif au cours d’une amniocentese ou
choriocentese (27), le génotypage foetal est maintenant recommandé par PCR sur sang
maternel. En effet, si le préléevement invasif permet de pouvoir phénotyper directement le
foetus, le geste invasif peut provoquer une allo-immunisation ou augmenter le titre d’un
anticorps. Il pourrait aussi augmenter le risque de fausse couche spontanée (FCS) bien que la

puissance statistique de cette affirmation puisse encore étre débattue (28). Principalement
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recommandé chez la femme enceinte RH:-1 non immunisée avant I'injection d’lg anti-RH1(D),
ce test peut aussi étre proposé pour une femme enceinte immunisée contre I’antigeneRH1(D)
pour pouvoir alléger son suivi de grossesse si son foetus est RH:-1, comme indiqué dans la

Figure 4 ci-dessous.

Femme immunisée | Femme RH1 négatif non-immunisée |
anti-RH1

Avant amniocentase Prophylaxie systématique de
la 28°™* semaine

Réalisation a partir de 12 SA Réalisation 8-15 jours avant Réalisation avant 26 SA
le geste
Foetus RHD+  Feetus RHD- Foetus RHD+Feetus RHD- Fcetus RHD+Fecetus RHD-
L. o exemption de
Incompatibilité : injection IgRH 40 injecti injection : ;
fceto-n'?'uaternelle exemption de B evite '“J:ft":'" IgRH & 28 SA preve-ntlan et
légitime surveillance SR IgRH surveillance

surveillance lourde (40%)

Besoins: .
Besoins:

- certitude des négatifs
- diagnostic avant 265A

- certitude des positifs
- certitude des négatifs
- diagnostic précoce

Figure 4: Indications de génotypage RHD fcetal pour une femme enceinte selon qu’elle soit
immunisée ou non contre I'antigene RH1(D) (Dr Mailloux, CNRHP, 2015)

Le génotypage foetal sur sang maternel est un test de diagnostic prénatal (DPN)
encadré par le décret n°2006-1661 du 22/12/2006 modifiant le Code de la Santé Publique
(CSP) en application de la loi de bioéthique du 06/08/2004. Deux déterminations sont ainsi
cotées dans la nomenclature des analyses de biologie médicale : 4085 et 4086, aprés I'arrété
du 24 mai 2017 et l'inscription au journal officiel le 22 juin 2017. Ce génotypage Rhésus D
foetal est pris en charge par la sécurité sociale depuis le 13 juillet 2017. La demande d’analyse

doit obligatoirement étre accompagnée d’un consentement éclairé signé par la patiente.
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Le test consiste en une amplification par PCR de certains exons du géne RHD (29). La
mere RH : -1 étant normalement dépourvue de ce gene, seul I’ADN foetal présent dans le sang
maternel permet de positiver le test. D’abord basé sur I'amplification d’un seul exon, la
technique s’est affinée en ciblant 3 exons afin de pallier certaines erreurs de détections dans
les populations non caucasiennes, notamment le pseudogéene U, et certains variants ou génes

hybrides pouvant rendre le résultat faussement positif (7 ; 18).

Les limites connues de cette approche incluent également des risques de faux négatif
si la quantité d’ADN feetal est insuffisante dans le sang maternel, réduisant I'efficacité de
I’étape d’extraction et, par la suite, celle d’amplification par PCR (29). En réponse a cette
limite, le CNOGF recommande de renouveler le génotypage sur sang maternel aprés quelques
semaines si la premiére détermination est négative. Le premier génotypage est recommandé
a partir de 12 SA bien que la sensibilité du test semble trés bonne apres 10 SA et jugée

excellente a 15 SA (32).

Le génotypage fcetal a permis de diminuer le nombre d’injection inutiles d’lg anti-
RH1(D) en les réservant aux femmes RH:-1 porteuses de foetus RH:1. On estime qu’environ
40% des femmes RH:-1 sont porteuses de foetus RH:-1, I'injection d’Ig anti-RH1(D) étant inutile

chez elles.

2.2. Prise en charge d’une allo-immunisation maternelle

2.2.1. Impact d’une allo-immunisation dans le suivi de la grossesse

Une RAE positive durant la grossesse va nécessiter une prise en charge particuliere et

différente selon I'anticorps identifié. En effet, tous les anticorps n’ont pas la méme
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dangerosité et tous n‘impliquent pas un risque de MHFN. Comme indiqué sur la Figure 5 et

décrit précédemment, les anticorps a risque d’anémie foetale sévére in utero sont les anticorps

anti-RH1(D), RH3(E) (rarement), RH4(c) et Kell(K). Ceux-ci vont donc demander un suivi

biologique et médico-technique renforcé durant le reste de la grossesse.

Dans un premier temps, le phénotype du géniteur est a renseigner. Si ce dernier ne

présente pas I’antigéne a risque et que sa paternité est certaine, alors le suivi de la grossesse

peut étre allégé. Dans le cas contraire, un génotypage du foetus est nécessaire pour

déterminer s’il présente le géne codant pour I’antigéne concerné, ou non (33). Un génotypage

positif confirme la situation d’IFME et doit programmer un suivi du titre +/- concentration de

I’allo-anticorps maternel afin d’anticiper le recours a I’échodoppler.

/ Identification
|

Anti-RH1, anti-RH4, anti-RH3,
Anti-KEL1

RAI positive
I

Anti-FY1, FY2, Anti-JK1,
Anti-JK2, Anti-MNS3, Anti-
MMNS4, Anti-MNS1, Anti-RH2

¥

Risque d'anémie foetale sévére in
utéro

Risque de maladie
hémolytique postnatale

1- Phénotyper procréateur

Si phéno-incompatible :

2- Génotypage fo=tal

3- Titrage et dosage pondéral
toutes les 2 3 3 semaines

l

1- Phénotyper procréateur

Si phéno-incompatible :

2- Titrage et dosage pondéral
a 3 et 8 mois

& Mailloux, CHNRHP, Hopital 5t Antoine

Figure 5 : Conduite a tenir selon la spécificité de I"anticorps identifié en RAE lors d’une grossesse
selon les recommandations du CNRHP en 2015
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2.2.3. Le titrage d’anticorps

Dans le cas d’une suspicion d’allo-immunisation foeto-maternelle, lorsque la RAE est
positive et identifie un anticorps a risque de MHFN, le titrage de cet anticorps permet d’en

évaluer |'affinité pour I’antigene cible et ainsi évaluer le risque de MHFN clinique.

Le titrage des anticorps est un test indirect a I'antiglobuline anti-IgG sans ajout de LISS
(solution de basse force ionique), basé sur la dilution géométrique de raison 2 du plasma ou
sérum de la patiente. Les différentes dilutions sont ensuite mises en contact avec un pool de
trois hématies natives hétérozygotes pour I’antigéne correspondant a I’anticorps identifié.
Apres une heure d’incubation, le titre retenu est égal a I'inverse de la premiere dilution
donnant une agglutination 1+. Par exemple, si cette image se retrouve apres une dilution au

1/4 du plasma, le titre de I’anticorps est 4.

ettt e e &

1/2 1/4 1/8 1/16
Figure 6: Résultat d’un titrage en technique tube (a gauche). Le titre retenu est I'inverse de la
dilution du premier tube cotant « + » selon les critéres de cotation d’intensité a droite.

En France, selon 'arrété du 26 avril 2002 modifiant I'arrété du 26 novembre 1999
relatif a la bonne exécution des analyses de biologie médicale, |a technique de référence est
la technique en tube, utilisant des hématies natives en solution saline 0,15M. Elle doit étre
standardisée vis-a-vis de ces réactifs (antiglobuline, phénotype érythrocytaire des hématies)

et par rapport a un standard anti-RH1(D) de titre connu. L’échantillon précédent, congelé, s'il
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est disponible, doit étre repris en paralléle. Les hématies utilisées dans le cas d’anti-RH1(D)
sont de phénotype RH :1,2,3,4,5 pour les anti-RH1(D) purs ou associés a une anti-RH2(C) ou
anti-RH3(E). Pour les autres anticorps a tester, I’expression des antigenes correspondant doit
étre hétérozygote, ce qui n’est pas toujours le cas dans la littérature, posant des problemes

de comparaison.

En effet, la technique tube est la technique de référence mais elle présente les
contraintes de ne pas étre automatisable et d’avoir un grande variabilité de lecture inter-
opérateur. Depuis plusieurs années, des tests sur des techniques en carte-gel ont lieu et la
revue de la littérature proposée par Lieberman et al en 2021 fait état d’une disparité entre les
hématies-tests utilisées (phénotype homozygote ou hétérozygote de I'antigéne d’intérét)
limitant les comparaisons possibles (34). Pour autant, la technique gel a pour avantage d’étre
automatisable, plus facile et rapide a réaliser. Elle semble plus sensible que la technique tube,
rendant des titres plus élevés. Concernant I’anticorps anti-RH1(D), Novaretti et al indique une
grande variation du titre retrouvé en gel pour un titre en tube donné (voir Figure 7 issue de
son article (35)). Un seuil de criticité biologique pour cette technique n’a pas encore été

déterminé et une comparaison sur un grand nombre d’échantillons serait a envisager (36).

Gel test titer (n)*

CTT*
titer 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 Total
1 00004 4 5 0 0 0 0 16
2 00001 4 9 3 1 1 0 19
4 00000 3 4 5 5 1 0 18
] 00000 O 1 4 4 3 0 12
16 00000 0 0 0 2 6 1 9
32 00000 0 0 0 0 3 2 5

*CTT, conventional tube test; n, number of samples test.

Figure 7 : Titres d'anti-D déterminés par technique tube conventionnelle (CTT), testés en gel
ou une variation du titre semble s’observer, repris de I’article de Novaretti et al (35)
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En France, le CRNHP recommande la réalisation d’un dosage pondéral en plus du
titrage d’anticorps anti-RH1(D) afin d’obtenir une estimation plus précise de la concentration.
En effet, pour I'allo-immunisation anti-RH1(D) le risque d’anémie foetale sévére in utero est
défini selon le résultat du dosage pondéral avec un seuil a 1 pug/mL comme résumé sur la

Figure 8 ci-dessous. Le Tableau Il nuance cependant ce seuil selon I'avancée de la grossesse.

| RAI positive au premier timestre |

J

| Identification anti-D |

k.

Génotypage RHD feestal sur
sang maternel a partir de 12 SA

Titrage et dosage

i

| Si feetus RHD négatif | ‘ Si feetus RHD positif ‘ | Anti-D < 1 pg/ml (250 UCHP/ml) ‘ | Anti-D =1 pgi
| Surveillance levée | Surveillance échographique standard | | Surveillance hebdomadaire dés 18 SA
Dosage + titrage anti-D tous les Echographie + vélocimétrie Doppler
15 jours & partir de 18 SA Dosage + titrage anti-D tous les 15 jours
4 parirde 18 SA

Figure 8: Arbre décisionnel des grossesse avec allo-immunisation anti-RH1(D) d’apreés le Dr
Mailloux (33)

Chez une femme enceinte, apres un titrage d’anticorps anti-RH1(D) de titre inférieur
a 4 en technique tube, Cortey et al (33) recommande d’utiliser le microtitrage pour orienter
sur son origine (allo-anticorps ou anticorps passifs apres injection d’lg anti-RH1(D)) d’ou

I'intérét de développer cette technique.

2.2.4. Le dosage pondéral d’anticorps

En parallele du titrage de I'anticorps, pour un titre d’anticorps anti-RH1(D) supérieur a
8 en technique tube, un dosage pondéral de I'anticorps est recommandé pour évaluer la

concentration des anticorps plus précisément qu’avec le titrage. Lors de la découverte d’un
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allo-anticorps anti-RH1(D) par exemple, le dosage pondéral est recommandé pour avoir des
concentrations initiales. Par la suite, le titre est suivi et peut étre complété d’un dosage
pondéral lors d’une variation franche du titre, afin d’obtenir une nouvelle valeur de

concentration de I"anticorps anti-D (33).

Le dosage pondéral est basée sur un principe d’hémagglutination en flux continu via

un « autoanalyser », comme décrit par Moore et al en 1969 (37) ; voir Figure 9).

Agglutinates

sediment
to bottom .
Settling coil of tubing Time delay Proportioning SAMPLER
Rouleaux
Decant Decant dispersion 20°C. { 37°C.
1] 1
S— 00000 00000000 |
Ly

Saline
addition

1 1
Agglutinates To
removed waste
to waste

Reactants

— Bromelin
— Air

Hemolysing

Second

t . - |
09::‘!‘ proportioning Continvous Recorder
addition pump flow colorimeter

Figure 9: Schéma d'un AutoAnalyseur d'hémagglutination en flux continu (Moore et al (37))

En France, elle est utilisée pour doser les anticorps anti-RH1, 2, 3, 4 et 5. Pour I'anticorps
anti-RH1, des hématies-tests RH1 sont mises en contact avec le sérum des patientes. Les
agglutinats formés en cas de réaction positive (présence d’anticorps anti-RH1) sont enlevés et
les hématies restantes sont lysées. L’automate mesure ensuite I'absorbance de cet hémolysat,
dont I'intensité est inversement proportionnelle a la concentration en anticorps RH1 du sérum
de la patiente. La concentration retrouvée est enfin comparée a une gamme étalon de

concentrations connues en anticorps anti-RH1(D) pour déduire celle de la patiente.

Cette technique possede un coefficient de variation élevé : entre 5 et 20%. Ainsi, une

variation du taux d’anticorps n’est jugée significative qu’a partir de 30% (12 ; 27).
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Il existe 2 variantes de cette technique (39) :

la variante « 2 temps » : les hématies-tests sont prétraitées par broméline, facilitant la
fixation des anticorps sur les hématies et permettant un dosage global des IgG et IgM
- la variante « 1 temps »: la broméline est ajoutée directement dans le circuit,
détruisant beaucoup d’lgG3 et ne permettant de doser presque que les anticorps de

haut affinité 1IgG1

Le résultat d’un dosage pondéral s’exprime en pug/mL pour les Ig anti-RH1, et en unité
internationale (Ul/mL) ou en unités locales (CHP/mL) pour les Ig anti-RH2/3/4/5, avec la
conversion : 1 ug/mL =5 Ul/mL = 250 UCHP/mL pour les Ig anti-RH1. Les anticorps a risque
d’anémie feetale sévere in utero possédent un seuil critique (voir Tableau Il (40)), au-dessus

duquel de nouvelles mesures de suivi de la grossesse sont recommandées selon la CNGOF.

Tableau Il : Valeurs seuils critiques d'alerte des principaux anticorps a risque feetal (40)

m
au moins égal au 1/16%) “ ooo U CHP) {750 U CHP) 500UCHP) (250 UCHP) = (175U CHP)

Anti-KEL1 Titre =1M128 1/128 1/16 116
Anti-RH4 Dosage pondéral (titre 3 000 1500 1000 750 500
Anti-RH3 au moins égal a a) U CHP/mL U CHP/mL U CHP/mL U CHP/mL U CHP/mL
Semaines d’aménorrhée 18 24 28 32 36

En situation d’incompatibilité, le risque d’anémie feetale sévére dépend du taux de I'anticorps et de I'age gestationnel

Par exemple, un anti-RH1 dosant 1 pg/mL expose un feetus Rh positif a un risqy mie sévére seulement a partir de 7 mois de grossesse
(32¢ semaine d’aménorrhée). Pour un taux de 4 pg/mL le risque apparalt das 18 aines.

Titre: test indirect & I'antiglobuline — hématies-test normale ture macroscopique des agglutinats.

e pondéral : seul I'anti-RH1 est couramment exprimé en pg/mL (1 pg =5 Ul = 250 U CHP).

CHP: centre d'hémobiologie périnatale.

Dos

Le dosage pondéral a pour inconvénients de nécessiter un automate spécialisé
encombrant dédié a cette analyse, pour lequel la mise au point est assez difficile. Cette

technique n’est utilisée couramment qu’en France et au Royaume-Uni pour évaluer le risque

de MHFN (41).
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Concernant les anticorps anti-RH1(D), il est recommandé par la SFTS de répéter le titrage
et dosage pondéral tous les 15 jours a partir de 18 SA comme indiqué sur la Figure 10. Un
dosage pondéral supérieur 1 pg/mL va cependant conditionner le suivi obstétrical de la
patiente, passant d’un suivi échographique standard a un suivi échographique rapproché et
un suivi non invasif de diagnostic d’anémie foetale par mesure du pic systolique de vélocité

de I'artere cérébrale moyenne (PSV-ACM) toutes les semaines.

2.2.5. Prise en charge feetale

Si historiquement, les examens foetaux dépendaient de techniques invasives, de
nouvelles techniques non invasives supplantent maintenant les premiéres. Ainsi la mesure de
la densité optique sur liquide amniotique aprés amniocentése et le calcul de I'indice de Liley
publié en 1961 sont considérés comme obsolétes. Il est actuellement recommandé d’utiliser
la mesure du pic systolique de vélocité de I'artére cérébrale moyenne (PSV-ACM). Cet examen
non invasif permet d’estimer I’hémoglobine foetale avec une excellente sensibilité et ainsi
diminuer le recours aux gestes invasifs. Le PSV-ACM mesuré est ensuite comparé aux valeurs
définies par I’équipe de Mari and al (42) selon I’age gestationnel pour donner une valeur en
MoM (multiple of median). Une valeur 2 1,5 MoM signe une anémie foetale a 8 g/dL ou moins
(33) et, couplée a la spécificité de I'anticorps retrouvé, elle impose une surveillance par
mesure du PSV-ACM une a deux fois par semaine afin d’anticiper une baisse de I’'hémoglobine
foetale. Cet examen permet ainsi de programmer une ponction de sang fcetal en cas d’anémie
avérée selon la mesure du PSV-ACM (43). La méthode invasive de ponction de sang fcetale est
ainsi limitée et le recours a une transfusion in utero (TIU) pour corriger I'anémie est souvent

retardé.
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En pratique, les situations cliniques reconnues a risque d’anémie foetale sont adressées
a un Centre Pluridisciplinaire de Diagnostic Prénatal (CPDPN) (44) et I’équipe spécialisée aura
pour charge de dépister et traiter les anémies foetales avant le stade d’anasarque. Les actes
transfusionnels seront alors prévus apres organisation entre le CPDPN, le CNRHP et les centres
de compétences (33). D’autres examens peuvent aider a la détection de signes d’anémie

feetale, comme le suivi par échographie morphologique et le rythme cardiaque foetal.

La prise en charge d’une anémie fcetale, en anténatal, peut passer par des transfusions
in utero (TIU), bien gu’elles présentent un risque supplémentaire d’allo-immunisation (45).
Les produits transfusés doivent étre de groupe O RH:-1 et respecter le phénotype étendu
maternel pour éviter une nouvelle immunisation. Les CGR sont réduits de volume en cas de
TIU afin d’obtenir une hématocrite > 70% et sont compatibilisées avec le plasma maternel. La
premiére transfusion peut avoir lieu des 17 SA et le rythme des TIU est fonction du taux
d’hémoglobine initial et celui atteint en fin de transfusion. Elles peuvent étre programmeées
jusqu’a I'accouchement (42). Durant une TIU, I’hémoglobine est suivie régulierement, avec

pour but d’atteindre le 75° percentile du terme.

Une alternative a une ultime TIU peut aussi passer par un accouchement prématuré
(44). En effet, en cas d’IFME diagnostiquée in utero, il n’existe pas de bénéfice a prolonger la
grossesse aprés 37 SA, age gestationnel a partir duquel I’enfant n’est plus considéré comme
prématuré. Comme énoncé précédemment, la concentration foetale en anticorps, qui
augmente beaucoup en fin de grossesse par transfert actif placentaire, augmente le processus
d’hémolyse. La Société Francaise de Transfusion Sanguine (SFTS) a ainsi mise au point un arbre
de recommandations avec le CNRHP pour la prise en charge de patientes enceintes allo-

immunisée qui est représenté par la Figure 10 ci-dessous.
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RAI positives

e 2 O 17 Identifier Ac en cause
Transmettre
Titrage et | Clinicien ET EF8
dosage
B A risque de maladie Hémalytigque
Sans risque de
maladie FCETALE: [anti-D (RH1), anti-¢ (RH4),
Hémolytique anti-Kell , anti-E (RH3]]
- OU NEONATALE: [anti-Fy, anti-Jk,
{anti-Lea; anti-Leb, anti-P1, anti-MNS, anti-C (RHZ]]
anti-H, anti-HI, auto-anticorps ) .
froids, autf:r-papainﬂ] Phénotyper procréateur + génotype foetal
TITRE =16 or= TITRE <16
Suivi Ac & visée Kell: Titre = 8 or=> ; RH: titre =4 ou > Kell - titre <8
Transfuszion meére DOSAGE PONDERAL: RH1>250 UCHP/ml RH: titre <4
RH4 et RH3 >500 UCHP/mI DP< 250 UCHPIm!
Fas de suivi . PSV-ACM répétée L
fatal ou TIlI:alge et dosage . 142x | semaine Titrage et dosage
neonatal Répétés tous les 15j Répétés tous les
- 15j
e e Programmer
Accouchement

Transfusion feetale

16-17 SA 3 34 SA Coordination

pediatrique CNRI*J

Figure 10 : Arbre décisionnel en cas de RAE positive lors d’une grossesse (SFTS 2017)
2.2.6. Prise en charge néonatale

A la naissance, un test direct a I’antiglobuline (TDA) est effectué sur sang de cordon ou
sang veineux périphérique afin de confirmer I'allo-immunisation si le test est positif. Dans ce
cas, le résultat indique que des anticorps sont fixés sur les hématies du nouveau-né. Une
technique d’élution suivie d’une identification par TIA peut ensuite permettre de confirmer la

spécificité des anticorps a I'origine de I'l[FME.

L’ictére du nouveau-né peut étre pris en charge par photothérapie intensive continue,
qui transforme la bilirubine non-conjuguée cutanée en photo-dérivés éliminés directement en
court-circuitant I’étape de conjugaison hépatique qui est I'étape limitante du métabolisme

chez le nouveau-né. Dans le cas d’une hyperbilirubinémie sanguine sévére nécessitant une
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correction rapide, il peut étre pratiqué une exsanguino-transfusion (EST). Cet acte consiste en
un remplacement d’une grande partie de la masse sanguine du nouveau-né par le sang total
reconstitué issu d’'un donneur, en simple ou en double volume. Cela permet également d’aider
a corriger I’'anémie néonatale, et d’éliminer une partie des anticorps et hématies recouvertes
d’anticorps (en cas de TDA fortement positif) en plus d’éliminer une partie de la bilirubine. En

cas d’anémie avec anasarque sans ictere, une « EST partielle » peut étre pratiquée (46).

Pénétration cutanée croissante

Spectre lumineux :
bleu le plus efficace
surtout = 460 nm

380 430 480 530 580
i Longueur d'onde (nm) A

Source lumineuse
Irradiance :

- standard : 3 mW/cm?
- intensive :4-5 mW/cm?

Distance : optimiser
l'iradiance etréduire ¥ —

sol?JriI:;s:t?:n : "+ avec radiométre Babyblug®
— E— Source lumineuse —
Surface cutanée exposée : optimisée en plagant
i une source lumineuse au-dessus et sous l'enfant B

Figure 11: Facteurs influencant I'efficacité de la photothérapie pour corriger
I'hyperbilirubinémie néonatal, selon I’article d’Academy et al (46)

Ainsi, une allo-immunisation contre I'antigéne RH1(D) peut avoir des conséquences
graves pour un foetus/nouveau-né, pouvant éventuellement mettre en jeu son pronostic vital
et impliquer des thérapeutiques lourdes. Heureusement, depuis plusieurs décennies
maintenant, une stratégie de prévention existe: lI'immunoprophylaxie par injection

d’'immunoglobuline anti-RH1(D) (lg anti-RH1(D)).
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3. Prévention d’une immunisation anti-RH1(D)

3.1. Historique de la stratégie préventive en France

En France, les premiers protocoles de prévention de I'allo-immunisation anti-RH1(D)
remontent au début des années 1970s. Suivant les données de I’étude de Pollack et al de la
fin des années 1960s démontrant I'efficacité sur le taux d’immunisation anti-RH1(D) d’une
dose intramusculaire de 300ug d’Ig anti-RH1(D) dans les 72h suivant I'accouchement (47), les
Ig anti-RH1(D) furent d’abord utilisées exclusivement lors de I’'accouchement des femmes RH:-
1avecun nouveau-né RH:1. Puis |la pratique s’est généralisée aux situations identifiées comme
a risque d’HFM durant la grossesse (voir Annexe |) ce qui a permis de diviser par 10 environ le
taux d’immunisation chez les femmes enceintes entre 1970 et 1995 (48). Malgré cela, un
risque résiduel d’allo-immunisation anti-RH1(D) fut estimée en lle-de-France a 0,9 pour 1000
naissances, soit environ 750 femmes en 1995. Si les raisons évoquées de ce risque impliquent
surtout des non-administrations malgré indication ou une posologie inadéquate non basée
sur le test de Kleihauer, il est estimé que 25% des allo-immunisations anti-RH1(D) seraient

spontanées et échapperaient donc a la prévention ciblée (49).

Ce dernier élément a motivé le CNGOF a recommander en 2005 une prophylaxie
systématique a 28 SA chez les femmes enceintes RH :-1 non immunisée contre I’antigene D en
plus de la prévention ciblée en cours de grossesse et apres I'accouchement (32). L'ajout d’une
prévention systématique au 3™ trimestre, déja pratiquée par d’autres pays développés, fut
démontré comme efficace par la revue bibliographique de Parant et al de 2006 (50). Le
Tableau Ill de I'article de MH Poissonnier (51) ci-dessous résume les recommandations

actuelles de suivi et prise en charge d’une femme enceinte RH :-1 non immunisée.

42



Tableau Il : Recommandations pour la prise en charge des femmes enceintes RH:-1 et la
prévention de I'allo-immunisation anti-RH1 (CNGOF, 2006)

27229 SA | 29 SA a accouchement | Accouchement

<15 8A

154 27 SA |

Prélever une RAIl avant toute injection d'lgRh

- Ponction amniofigue,
biopsie de frophoblaste

Prévention ciblée :

Prévention ciblée :

-Risque faible d’HFM
Amniocentése simple,
métrorragies, cerclage tardif

Prévention ciblée :

abdominc-pelvien, ponction
cordon ou organe feetal)

Si nouveau-né RhD

- FCS.IVG,GEU MG |-Risque élevé d'HFM(=) S 3 |Abstentionsi3ooug(28s4) | _ f,“":__!' 2

- Métrorragies, mole, (HFM1T 1) -g ‘% SAUF s8I njection d'lg
réduction embryonnaire, FC tardive, IMG, MIU, o £ risque élevé d’HFM ) .
cerclage, traumatisme abdomino- ~$ 2 (HFMt 1) Absfgzg?::;b;e rselrs o
traumatisme abdominal pelvien, cordocentése l'.t (% (version, MIU, fraumatisme  ET Klothauor nc‘,fgat'rr g

- ET anti-D>6ng/ml

Kleihauer : oui si HFMT 1

Kleihauer : oui

Kleihauer - non Kleihauer :oui si| Kleihauer : non
HFM1 4
Rhophylac® 200 IV Rhophylac® 200 IV Rhophylac®300 Rhophylac®200 IV Rhophylac®200 IV
dans les72h dans les T2h IM ou IV dans les 72h dans les 72h

Avant toute injection d'lgRh, prélever une RAI (sans attendre le résultat) pour s'assurer a posteriori de 'absence d'immunisation

Aprés toute injection d'lgRh, assurer |a tracabilité (dossier patiente ET pharmacie ; 2 étiquettes dans Ia boite)

Calendrier des RAI : Premier trimestre (avec groupe sanguin si non faif) ; 62 mois (peut corespondre & la RAI avant linjection systématique
428 S5A) ; 8¢ mois seulement si Rhophylac® 300 non fait & 28 SA ; quatre derniéres semaines : sécurité transfusionnelle

(#)HFM : hémorragie foeto-maternelle ; HFM 1 T : nisque élevé dHFM

Malgré

cela, si

I’allo-immunisation

anti-RH1(D)

n’est

apparemment

plus

I'immunisation la plus fréquente durant la grossesse, au point de devenir un éveénement
d’incidence rare, elle reste une part importante de cas de foetus gravement affectés durant la
grossesse d’apres des études de pays développés ayant recommandé le méme type de

prévention a 28SA (52,53).

Pal et al Koelewijin (Geifman-Holzman Filbey Pepperell Queenan Polesky
(2013) et al. (2008)" et al (1997 et al. (1995)'° ef al (1977)" etal (1969)'* (1967)"
Antibody
D 0.8 0.8 26 14 133 165 433
E 20 10 20 05 10 19 1.9
c 0.6 05 07 03 0.8 07 L6
Kell 0.7 0.7 32 04 0.3 L6 22

Figure 12 : Fréquence des anticorps lors d’allo-immunisation feeto-maternelles pour 1000
échantillons selon les articles de la littérature repris dans I’article de Pal et al (53)
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3.2. L'immunoglobuline anti-RH1(D) (Ig anti-RH1(D))

3.2.1. Présentation du médicament

L'lg anti-RH1(D) est une immunoglobuline spécifique de type IgG dirigée contre
I’'antigéne RH1(D) des érythrocytes. Elle est collectée par plasmaphérése de volontaires sains
RH :-1 hyperimmunisés par l'injection répétée d’hématies RH:1. Le bénévolat pour cette
pratique en France a été interdite en 1980. Ainsi la grande majorité des Ig anti-RH1(D)
proviennent de donneurs rémunérés en Amérique du Nord (48). La spécialité utilisée en
France est le Rhophylac® qui a remplacé la spécialité Natead® le 21 juillet 2005 mais elle est
commercialisée en Suisse depuis 1996, en Allemagne depuis 2002, ainsi que dans d’autres
pays européens et aux Etats-Unis depuis 2004. Le Rhophylac® 300ug contient, selon son RCP,

84,1% d’IgG1, 7,6% d’1gG2, 8,1% d’'IgG3 et 1,0% d’IgG4.

En France, le Rhophylac ® posséde deux présentations galéniques : des seringues
préremplies de 300ug/2mL et 200ug/2mL qui peuvent étre administrées en intramusculaire
(IM) ou enintravasculaire (IV). Ces présentations galéniques ont orienté le choix frangais d’une
prévention systématique par injection de 300ug a 28 SA plutot que deux injections de 100ug
a 28 et 34 SA comme effectuée au Royaume-Uni. Etant un produit dérivé du sang, il existe un
risque théorique de transmission d’agents pathogenes, bien qu’a ce jour, aucun cas de
transmission virale n’a été rapportée (2). L’élimination virale s’effectue par une combinaison

de traitements solvant-détergent et nanofiltration (48).

L'immunoprophylaxie par Ig anti-RH1(D) est utilisée depuis plusieurs décennies, bien
gue le mécanisme d’action ne soit pas encore précisément connu. Des hypothéses existent,
notamment la saturation des sites antigéniques RhD des hématies foetales,

I'immunomodulation par liaison du fragment Fc des Ig anti-RH1(D) aux récepteurs FcyRIIB
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(CD34) des lymphocytes, ou encore I'élimination des hématies RH:1 foetales dépendante de la
capacité des Ig anti-RH1(D) a lier ces hématies et les récepteurs FcyRIll (CD16) des cellules
phagocytaires (48). La derniere hypothése semble bien corrélée a |'efficacité des Ig anti-
RH1(D) (54). A contrario, ces immunoglobulines ne semblent pas masquer entierement les
sites antigéniques, environ 8% théoriquement avec 100ug d’lg anti-RH1(D) pour 5 mL
d’hématies foetales (55). Les Ig anti-RH1(D) n’activent pas le complément ; la phagocytose

reste donc I’hypotheése principale d’élimination des hématies foetales (48).

3.2.2. Pharmacocinétique

D’aprés les données de Cortey et al (56), les Ig anti-RH1(D) type Rhophylac® se
répartissent entre le secteur vasculaire et extravasculaire en 48h. Cela rejoint les observations
du Dr Dupont notant I'absence de corrélation en technique de microtitrage entre les
concentrations mesurées et théoriques sur des prélevements datant de moins de 48h apres
I'injection de Rhophylac®(57). Une fois réparties entre les deux secteurs, les Ig anti-RH1(D) ont
une demi-vie d’élimination d’environ 3 semaines et peuvent donner des RAE positives
pendant 1-3 mois pour une dose initiale de 100ug ou 2-4 mois pour une dose initiale de 300ug
(56). Ce dernier point est évidemment dépendant de la consommation éventuelle des
anticorps par des HFM, parfois silencieuses, au cours de la grossesse. Ainsi, aprés l'injection
systématique a 28 SA, on peut s’attendre a voir une RAE positive a I'accouchement, et I'aide
interprétative de la technique de microtitrage est bien documentée dans ce cas pour
distinguer des anti-RH1(D) passifs d’une allo-immunisation deés lors que les dates d’injections

et doses de Rhophylac® administrés sont documentés (39).
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Les formes galéniques IM et IV du Rhophylac® ne semblent pas différer en efficacité
ou sécurité (58) dans le méme systéme de prévention pré- et post-natal qu’actuellement en
France. L’étude de Bichler et al (59) comparant la pharmacocinétique des formes IV et IM de
300ug lors de la prévention systématique a 28 SA conclut a des concentrations moyennes
d’anti-RH1(D) différentes jusqu’a 7 jours aprés administration mais elles semblent devenir

comparables a partir 2-3 semaines post-administration (voir Figure 13).
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Week after Rhophylac administration
Figure 13: Moyenne (et écart-type) des concentrations sériques en IgG anti-D aprés injection

de 300ug d'immunoglobulines anti-D a 28 SA de grossesse montrant des concentrations

devenant comparables a partir de 2 semaines apres administration de Rhophylac®, d’apres
I’article de Bichler et al (59)
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3.2.3. Indications du Rhophylac® en France

En France, les indications actuelles de ce médicament, disponibles dans le résumé des
caractéristiques du produit (RCP), comprennent une prophylaxie antepartum et postpartum.
La premiére inclut une « prévention planifiée » faisant référence I'injection a 28 SA, et une
« prophylaxie a la suite de complications de grossesse » (listées en Annexe 1). La prévention
postpartum correspond a I'accouchement d’'un nouveau-né RH:1 chez une femme RH:-1.

Ces indications ont été revues par la Commission de la Transparence de la HAS lors de
son avis du 31 mars 2010. Au premier trimestre, une injection de 200ug de Rhophylac® est
recommandée pour tous les événements de I’Annexe | sans limite inférieure d’age ni test de
Kleihauer nécessaire. Au second trimestre, les événements a risque modéré de passage
d’hématies foetales (métrorragies, cerclage du col utérin et menace d’accouchement
prématuré nécessitant un traitement) ne nécessitent pas non plus de test de Kleihauer et
peuvent nécessiter 200ug de Rhophylac®, alors que les évenements a risque importants de
passage d’hématies feetales voient leur dose recommandée dépendre d’un test de Kleihauer.

L'injection systématique du troisieme trimestre s’effectue a 28 semaines
d’aménorrhée (28 SA +/- 1 SA) et est de 300ug en IM. Cette prophylaxie systématique fait
écho a des immunisations mises en évidence a cette période aprés des HFM silencieuses, sans
forcément de signes cliniques apparents (60). En cas d’oubli, un rappel de 300ug peut étre
réalisé jusqu’a 32 SA. Apres 32SA, le rappel sera de 200ug. Aprés cette injection systématique,
il n"est pas nécessaire de répéter les RAE pour dépister une immunisation anti-RH1 jusqu’a
I’accouchement. A ce moment, un phénotype du nouveau-né est réalisé pour confirmer son
phénotype RH1(D)-positif et la mere bénéficie d’une nouvelle injection de Rhophylac® dans

les 72h suivant le postpartum. Une ou plusieurs doses complémentaires peuvent étre
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administrées selon le résultat du test de Kleihauer. En cas d’oubli de cette injection, un rappel
peut étre réalisé jusqu’a 30 jours apres I'accouchement.

Une zone d’ombre dans les indications de la HAS concerne le troisieme trimestre dans
le cas d’évenements a risque d’hémorragie foetale apres I'injection systématique anténatale
de 300ug. La question de réinjecter du Rhophylac® a la mére peut se poser, ainsi que de savoir
si suffisamment d’lg anti-RH1(D) est encore présent pour protéger la méere d’'une allo-

immunisation anti-RH1 jusqu’a I’'accouchement. Le microtitrage peut ici avoir un intérét.

3.3. Adapter la dose d’lg anti-RH1(D)

L'étude de 1990 de Sebring et Polesky (61) semble indiquer que le volume de sang
foetal concerné dans les HFM est souvent tres faible : moins de 0,05mL dans 74% des cas,
moins d’1mL dans 96% des cas, moins de 2mL dans 97,1% des cas et moins de 30mL dans
99,67% des cas. Le seuil souvent retenu pour qualifier une HFM d’importante est 30mL car il
correspond au volume théorique neutralisé par 300ug d’lg anti-RH1(D), soit 20ug/mL
d’hématies foetales (62). Si ces hémorragies massives sont rares, estimées a environ 3 pour
1 000 naissances (5), I'incidence des HFM augmente avec I'avancée de la grossesse (63) et cet

argument a contribué a l'injection systématique de 300ug d’Ig anti-RH1(D) a 28 SA.

3.3.2. Le Test de Kleihauer

Le Test de Kleihauer est un test diagnostique permettant de distinguer les hématies
adultes des hématies feetales, inscrit au Journal officiel en 2007 d’apres I'arrété du 24 janvier
de la méme année. Ce test est basé sur la propriété d’acido-résistance de I’hémoglobine

foetale. Sur frotti sanguin, les hématies sont fixées a I'alcool, traitées par tampon acide, et puis
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colorées en rose pour identifier les hématies foetales qui retiennent le colorant a ce pH. Le
frotti est ensuite lu au microscope et les hématies foetales sont comptées sur environ 10 000
globules rouges adultes. L'origine feetale de telles hématies comptées chez une femme
enceinte a été démontrées par Zipursky et al (8). Une persistance d’hémoglobine feetale dans

certaines hémoglobinopathies peut néanmoins surestimer ce nombre (64).

Figure 14 : Image d'hématies adultes (roses pdles) et foetales (magenta) au microscope optique
apres la coloration du Test de Kleihauer

Cet examen est essentiel pour pouvoir diagnostiquer une hémorragie foeto-maternelle
(HFM) et peut permettre d’en évaluer l'intensité en quantifiant les hématies foetales (HF)
parmi les hématies adultes (HA). Cette information permet d’adapter la dose d’lg anti-RH1(D)
a administrer pour neutraliser le sang foetal et ainsi empécher I'immunisation maternelle (voir
le Tableau IV ci-dessous). Il est estimé qu’1 HF pour 10 000 HA correspond a environ 0,5mL de

sang feetal dans la circulation maternelle, ou 0,25mL d’HF.
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3.3.3. Adaptation posologique de I'immunoglobuline anti-RH1

La quantification des hématies foetales dans le sang maternel est recommandée
lorsque I’'HFM peut devenir importante, pour garder une efficacité optimale avec un rapport

de 20 pg d’lg anti-RH1(D) par ml de globules rouges RH :1(D+) (65).

Tableau IV : Adaptation de la dose d'immunoglobulines anti-D en fonction du volume d'HFM
estimé par le test de Kleihauer (CNGOF, 2012)

Kleihauer Dose de 100 ug* Dose de 200 pg* Dose de 300 pg Voie d’administration

(HF/10 000 HA) Doses ug Doses ug Doses ug

04 I 100 I 200 I 300

5-24 2 200 1 200 1 300 Intraveineuse (i.v.) directe
2544 g 300 2 400 I 300

45-64 4 400 2 400 |2 600

6584 5 500 3 600 2 600

85-104 6 600 3 600 2 600

105124 7 700 4 800 3 900

125-144 8 800 4 800 3 900

145-164 9 900 5 1000 3 900 Perfusion sur quatre heures diluée dans
165-184 10 1000 5 1000 4 1200 250 ml de NaCl a 9 pour mille
185-204 il 1100 6 1200 4 1200

205-224 12 1200 6 1200 4 1200

225-244 13 1300 7 1400 5 1500

245-264 14 1400 7 1400 5 1500

265-284 15 1500 8 1600 5 1500

285-304 16 1600 8 1600 6 1800

HF : hématies feetales ; HA : hématies adultes.
*La dose la plus basse actuellement commercialisée en France est de 200 pg. Dans les cas ol une dose de 100 pg serait suffisante, il est recommandé de ne
pas fractionner les doses.

En cas de suspicion d’une HFM, la dose de Rhophylac® a administrer est conditionnée
par plusieurs parameétres : la nature de I’événement hémorragique, le trimestre de grossesse
et le résultat du test de Kleihauer si ce dernier est recommandé. Au premier trimestre de la
grossesse, une injection intravasculaire ou intramusculaire de 200ug d’lg anti-RH1(D) est
justifiée pour les évenements a risque modéré de passage d’hématies foetales, sans test de
Kleihauer préalable. Du fait du faible volume sanguin fcetal a cette période, une injection

préventive n’est pas nécessaire pour d’autres évenements.

50



Aux deuxiéme et troisieme trimestres, la dose de Rhophylac® des événements a risque
important de passage d’hématies foetales (voir Annexe ) est guidée par un test de Kleihauer
permettant d’estimer la quantité de sang foetal dans I’hémorragie. Pour les autres
évenements, dont les événements a risque modéré de passage d’hématies foetales, une dose
de 200pg est recommandée, sans quantification de sang foetal par test de Kleihauer

nécessaire.

Ainsi, la dose de Rhophylac® administrée est adaptée pour couvrir le volume de sang
feetal. Néanmoins, dans le cas d’évenements a risque d’"HFM successifs, il peut étre intéressant
de pouvoir quantifier I'lg anti-RH1(D) restant chez la mere afin d’évaluer la nécessité d’en
réinjecter. La technique de microtitrage peut aider a répondre a cette demande en rendant
un résultat numérique de concentration en anticorps anti-RH1 a confronter a une valeur seuil.
Cette analyse pourrait alors s’inscrire dans I’arbre décisionnel de réinjection de RHOPHYLAC®.
D’un point de vue économique, le microtitrage est facturé en moyenne a environ 27€. Une

injection de Rhophylac® 200ug colte environ 85€. (66)

3.4. Anticorps immun ou anticorps passif ?

Le microtitrage est une technique élaborée pour augmenter au maximum la sensibilité
de détection des anticorps dirigés contre le systeme Rhésus. Cela lui permet de détecter une
tres faible concentration d’anticorps, soit issue d’lg anti-RH1(D) soit issue d’une allo-

immunisation.

En effet, la décroissance théorique du Rhophylac® dans l'organisme peut étre
comparée au résultat numérique du microtitrage pour permettre d’orienter I'identification

d’un anticorps anti-RH1 plutdt en tant qu’anticorps passif type Ig anti-RH1(D) ou comme allo-
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anticorps immun si sa concentration semble excessive. Dans le cadre d’événements a risque
d’HFM consécutifs, le microtitrage pourrait également servir a justifier ou non la réinjection

d’une dose d'immunoglobuline anti-RH1(D).

3.5. Quel seuil d’lg anti-RH1(D) pour protéger d’une allo-immunisation ?

Le seuil de concentration sanguine en d’lg anti-RH1(D) permettant d’établir qu’une
femme enceinte est protégée contre une allo-immunisation est surtout théorique. Un seuil

d’environ 6 ng/mL peut se justifier selon deux argumentaires.

Tout d’abord, pour un volume moyen de sang d’environ 4-5L, une femme voit son
volume de plasma augmenter d’environ 48% durant la grossesse (67). Ce dernier peut alors
atteindre environ 4L en moyenne haute en fin de grossesse. Le volume de sang foetal des HFM
étant inférieurs a 2mL dans 98% des cas (61), soit un volume d’hématies foetales d’environ
1mL, 20-25ug d’lg anti-RH1(D) sont, selon I'OMS, théoriquement suffisant pour couvrir la
femme enceinte. Pour un test comme le microtitrage effectué sur plasma, une concentration
d’environ 6 ng/mL peut ainsi théoriquement servir de seuil pour estimer qu’une femme
enceinte est protégée. Ce seuil se base sur 24ug d’lg anti-RH1(D) et sur un volume plasmatique

de fin de grossesse (environ 4L).

Deuxiemement, la Figure 15 ci-dessous du CNRHP exploite la cinétique d’élimination
d’une injection de 300ug d’lg anti-RH1(D) en paralléle de la concentration sanguine en Ig anti-
RH1(D) retrouvée chez la femme enceinte. La concentration de 45 ng/mL correspond environ
aux 300ug injectés et théoriquement neutralisant pour 15 mL d’hématies foetales selon le seuil

de 20 ug d’lg anti-RH1(D) par mL souvent retenu pour une efficacité prophylactique (62). Avec

52



la demi-vie de 3 semaines environ du Rhophylac®, les concentrations successives mesurées
arrivent a 6 ng/mL pour une quantité d’lg anti-RH1(D) résiduelles pouvant neutraliser environ

2mL d’hématies foetales, ce qui est bien supérieur au volume moyen d’'une HFM.

EFFICACITE IMMUNO-SUPPRESSIVE 100% si = a 20 pg/ml GR

(®)]
3
) 350
o) 45 ng/ml » 15 ml d’Hématies foetales RHD+
‘= 300 <
8
@ 250
o

200 -
E—T' 22 ng/ml —| 7,5 ml d’Hématies foetales RHD+
2150 - |
@ 100 - 11 ng/ml —f 3,8 ml ’HE RHD+
= 50 | 6 ng/ml — 2 ml d’HF RHD+
5 3 ngfmm 1 ml d’HF RHD+
O u T T T T T T 1

28 30 32 34 36 38 40 42
Terme SA

Figure 15 : Concentration en anti-RH1 attendue a la suite d’une injection d’lg anti-RH1(D) 300
ug faite a 28 SA en IV. La concentration en anti-RH1 diminue de moitié toutes les 3 semaines.

Le cumul de plusieurs HFM de faibles volumes, dont I'incidence précise reste difficile a
évaluer, couplé a I’élimination progressive de I'lg anti-RH1(D) dans le temps peut induire un
risque théorique de perte de la protection contre une immunisation anti-RH1 avant la fin de
la grossesse. Le microtitrage pourrait étre utile en cas de doute sur cette couverture via sa
valeur numérique qui pourra étre comparé a 6 ng/mL pour estimer si la femme est toujours

protégée ou s’il est recommandé de réinjecter des Ig anti-RH1(D).
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Partie 2 : Données expérimentales

1. Objectifs

L’objectif principal de ce travail est de mettre au point la méthode de microtitrage ou
microdosage des anticorps anti-RH1(D) la plus performante possible et d’essayer de

I’automatiser.

Le microtitrage a été décrit dans les publications du Pr Yves Brossard (39) et repris dans
la these d’exercice et la publication du Dr Magali Dupont concernant l'intérét de cette
technique dans le suivi de grossesse (57). Ces documents ont servi de base a I’élaboration du
microtitrage a I’EFS AURA, sans oublier I'aide des EFS Bretagne et Alpes-Méditerranée utilisant

déja cette technique en routine.

Plusieurs supports microfiltrations ont été testés dans ce travail car certains pourraient
permettre une automatisation de la technique. Si le support le plus décrit est la carte gel IgG

Biorad®, nous avons essayé deux autres supports microfiltrations disponibles sur site.

Aprées le choix du support microfiltration, différents parameétres ont été testés pour
répondre aux exigences d’une validation de méthode. D’autres tests ont également été
réalisés pour connaitre la robustesse de la méthode et adapter la fréquence de réalisation des

analyses.

Parallélement, ce travail a permis de proposer des pistes pour les indications du
microtitrage d’apres les données disponibles dans la littérature et les recommandations des

sociétés savantes.
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2. Matériel et méthodes

2.1. Echantillons

La validation sur site de la technique du microtitrage a été réalisée au laboratoire
d’immunohématologie érythrocytaire (IHE) de I'Etablissement Francais du Sang Auvergne-
Rhone-Alpe, site de Grenoble, de novembre 2020 a mai 2021. Le microtitrage ciblant des
femmes enceintes, la grande majorité des échantillons utilisés provient de femmes en age de
procréer, enceintes ou non. 3 échantillons proviennent d’hommes car les plasmas présentent

des caractéristiques spécifiques (forte lactescence, ictere, ...).

82 échantillons de patients ont été sélectionnés pour un ou plusieurs tests afin
d’obtenir une puissance statistique suffisante pour répondre aux différents critéres
préconisés pour une validation de méthode. Le sang est prélevé sur tube EDTA et provient des

établissements de soins dépendant du site de Grenoble de I’'EFS AURA.

Parmi les 82 échantillons, 32 ont permis d’explorer la spécificité du test et les
interférences fréquentes en IHE. lls ont une RAE négative ou identifient un anticorps différent
de I'anticorps anti-RH1(D). 5 échantillons concernent des femmes enceintes ayant recu une
injection de Rhophylac® plus de 10 semaines avant le prélevement. Pour ces 5 prélevements,
la RAE est négative mais le microtitrage s’est révélé positif. Leurs résultats ont donc été traités

dans I'analyse de sensibilité de la technique.

Parmi les 27 échantillons restants : 3 présentent un témoin auto positif en RAE, 7 sont
visuellement hémolysés, 1 est ictérique, 1 présente de la fibrine, 2 sont lactescents, 7 ont été

congelés entre la RAE et le microtitrage, 3 identifient un anti-RH3(E) en RAE, 1 identifie un

55



anti-RH4(c) en RAE, 1 provient d’un patient traité par Daratumumab et 1 provient d’un patient

anciennement traité par Daratumumab® (arrét du traitementily a 1 an).

47 échantillons proviennent de patientes ayant recu récemment une injection d’lg anti-
RH1(D) dont 42 ont une RAE positive identifiant un anticorps anti-RH1(D). La date d’injection
et la dose de Rhophylac® sont connues. Les patientes avaient une RAE négative avant injection

d’lg anti-RH1(D). Ces échantillons ont permis d’explorer la sensibilité du test.

Enfin, 8 échantillons de patients connus avec un allo-anticorps anti-RH1(D) ou une
association d’allo-anticorps anti-RH1(D) + RH2(C) ont été utilisés pour explorer la sensibilité

du microtitrage pour les allo-anticorps.

‘ 82 échantillons de plasma EDTA
I

32 échantillons RAE négative ou RAE 50 échantillons
positive n'identifiant pas d'anticorps

anti-RH1(D)

RAE positive
identifiant un

| anticorps anti-RH1(D)

27 échantillons
sans injection
d'lg anti-
RH1(D)

5 échantillons
avec injection
d'lg anti-RH1(D)

47 échantillons
avec injection

22 échantillons

centant d 8 échantillons
présentant de

avec ATCD

5 échantillons

i potentielles d'lg anti- d'allo-anticorps

~e el interférences RH1(D) anti-RH1(D) sans
(congélation, anti- => SENSIBILITE injectiond'lg
RH3(E), anti-RH4(c), anti-RH1(D)

hémolyse, ictere,
lactescence, fibrine,
Daratumumab, ATCD
Daratumumab)

=> INTERFERENCES /

=>SENSIBILITE
J

Figure 16 : Répartition des différents échantillons pour les tests de sensibilité, spécificité et
interférences de la validation de méthode du microtitrage
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2.2. Support microfiltration

Le modele de support microfiltration utilisé couramment dans les techniques de

microtitrage est la carte-gel IgG Biorad®. En mettant en place la technique, il a été décidé de

tester, en plus, 2 autres marques de support comprenant des antiglobulines polyvalentes. Les

dénominations, images, principes et potentiels d’automatisation des 3 supports sont résumés

dans le Tableau V ci-dessous.

Tableau V : Dénomination et image des 3 supports microfiltration testés, ainsi que la possibilité
d’automatiser la technique sur un automate disponible a I’'EFS AURA site de Grenoble.

Automatisation

Configuration
AHG

DG Gel Coombs
Jl/“'ﬁ wnaziot €
2'¢ 8 2021-11 0318 [IVD]

Nom d .
Sfmo: Image du subbort Principe du possible a I'EFS
. p.p . 8 PP support AURA site de
microfiltration
Grenoble ?
T YT
Antiglobuline
anti-IgG
IgG Biorad® Non
Support gel
microfiltration
Antiglobuline
Ortho polyvalente Oui, sur
BioVue® automate
Coombs IgG Anti-IgG, -C3d; polyspecific . Support avec ORTHO VISION®
Ortho BioVue® System I
C3d Poly : microbilles de Max
g verre
He
"
DG Gel . .
Bty
Grifols® poly
Non
DO O AR Support gel

microfiltration
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Dans la suite de ce travail, par soucis de simplicité, les noms des supports sont résumés

ainsi : support Biorad®, support OCD® (Ortho Clinical Diagnostics®) et support Grifols®.

2.3. Hématies tests utilisées dans le microtitrage

Les hématies-tests utilisées dans la technique ont été définies précisément. Ce sont
des hématies de phénotype ROr ou RH:1,-2,-3,4,5, KEL:-1 papainées (référence article :
243759 ; désignation : HEMO1), développées par I’'UPR de Nantes. Elles sont diluées a 0,8%

dans une solution de conservation. Chaque flacon contient 5mL d’hématies diluées.

Le phénotype et le traitement enzymatique permettent d’intensifier la réaction
d’agglutination (68). Le traitement par papaine des hématies détruit certains systemes
antigéniques et ainsi augmente l'intensité de réaction des systémes restants, comme le
systéme Rhésus. Ce traitement enzymatique coupe un certain nombre de charges négatives
(type salicylate « COO-» ) en surface des hématies, diminuant ainsi la force de répulsion entre
elles, ou potentiel zéta (voir Figure 17 ci-dessous). La distance entre les hématies se réduit

favorisant la réaction d’hémagglutination.
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Figure 17: lllustration du potentiel Zéta (source : site internet ToutSurLaTransfusion
https://www.toutsurlatransfusion.com/immuno-hematologie/anticorps/potentiel-zeta.php)

L'utilisation d’hématies prétes a I’emploi plutét que le traitement enzymatique sur site
des hématies releve d’une logique d’efficience et de standardisation. Le traitement par
papaine est une technique longue et I’'UPR de Nantes propose des flacons d’hématies traitées

a prétes alI’emploi, utilisés d’ailleurs par d’autres laboratoires d’analyses médicales en France.

Chaque flacon d’hématies se conserve 28 jours a 2-8°C selon la notice fournisseur,
cependant des tests complémentaires sur site ont permis d’évaluer la durée de conservation

d’un flacon ouvert.
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2.4. Etalon anti-RH1(D)

2.4.1. Description

L’étalon interne utilisé pour cette technique est I’étalon international WHO (code
NIBSC : 16/332) de concentration en Ig anti-RH1 de 297 Ul/mL soit 59,4 ug/mL dans un volume
de 100uL. Ce dernier a été dilué sur site a 24 ng/mL et gardé en échantillons congelés de
500uL. Le diluant utilisé est du plasma AB de phénotype RH:1,2,-3,4,5 et KEL:-1 issu de

donneur et qualifié pour usage non thérapeutique.

La dilution de I’étalon a été réalisée en deux étapes pour un facteur de dilution total
de 1/2475. La concentration finale de I’étalon a été contrdlée par dosage pondéral au LBM de
I’'EFS Haut-de-France-Normandie, afin de connaitre approximativement la concentration
réelle de I’étalon dilué. D’autre part, I'incertitude technique de la dilution de I'étalon a été
calculée sur la base des incertitudes de mesure issues des qualifications métrologiques des
différents appareils utilisés. Le résultat de I'incertitude globale technique est de 0,95%, soit

une concentration de 24 +/- 0,228 ng/mL.

2.4.2. Dosage pondéral par un AutoAnalyser

Le dosage pondéral de I’étalon dilué a été réalisé au laboratoire d’IHE du LBM EFS Haut-
de-France-Normandie, site de Lille. La méthode utilisée est une technique modifiée de
Rosenfield sur AutoAnalyseur a flux continu. L’automate utilisé est associé a un instrument de
mesure de densité optique. L'appareil a été également standardisé avec de I'étalon

international WHO et utilise des hématies-test de phénotype R1R2 ou RH :1,2,3,4,5
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Cette technique présente une incertitude d’au moins 20% pour une concentration aussi faible.
L'analyse a été répétée 8 fois pour limiter les erreurs aléatoires. Ce dosage indique une

concentration de 25 ng/mL en méthode « 1 temps » et 23 ng/mL en méthode « 2 temps ».

Ainsi la concentration mesurée par dosage pondéral est cohérente avec la cible

calculée de 24 ng/mL.

2.5. Recherche d’anticorps érythrocytaire (RAE)

Les techniques de RAE dépistage et RAE identification ont été réalisées sur I'automate
ORTHO VISION® Max par le laboratoire d’IHE de I'EFS Auvergne-Rhone-Alpes, site de

Grenoble.

Elles sont basées sur le principe d’hémagglutination entre des hématies de phénotype
connu et le plasma du patient. L'automate utilise comme support des cassettes ORTHO
BIOVUE SYSTEM Anti-IgG, -C3d, polyspecific® contenant des microbilles de verre, et des
panels : le panel UPR DNT 01 pour le dépistage et le panel PRU INTO1 pour l'identification.
Aprés centrifugation des cassettes, les hématies agglutinées sont retenues par les microbilles

et les hématies non agglutinées sédimentent au fond de la colonne.

Le test sur cet automate requiert 2 Contréles de Qualité Internes (CQl) : 1 CQl anti-RH1

et 1 CQl anti-FY1 (UPR Marseille).
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2.6. Microtitrage d’anticorps anti-RH1(D)

2.6.1. Principe

Le microtitrage est un test indirect a I'antiglobuline (TIA) en support solide, soit plus
précisément une hémagglutination indirecte en microfiltration. Le plasma de la patiente est

mis en contact avec des hématies-tests et il s’en suit 2 phases :

- Une phase d’incubation pour fixer I’anticorps sur le site antigénique des hématies

- Une phase de révélation grace a I’antiglobuline contenue dans le support de filtration

Chaque puits du support contient une dilution précise du plasma de la patiente. Le profil
visuel d’agglutination de la carte est ensuite comparé a celui d’une carte comprenant les

dilutions d’un étalon de concentration connue en anti-RH1. Cela permet d’estimer la

concentration en anti-RH1 de la patiente.

Patient

SEaR

| — e —" Dernier puits positif 1+ : dilution 1/16
(TR ] Nese

- ik
Sge \S/

. . Concentration chez le
Equivalent visuel sur la Gamme 3
patient :

0,75 x Dilution patient
(ici 0,75 x 16 =12 ng/mlL)

a | 2 :
8l B &
2l r““. N o » Puits positif 1+ : ;.' dilution 1/32 = 24/32 = 0,75 ng/mL

Elolr, /3

Figure 18: Principe d'interprétation d'un résultat de microtitrage anti-RH1(D). Exemple visuel
sur des cartes-gels IgG Biorad®. La concentration du patient en anticorps anti-RH1(D) est de
12 ng/mL selon cette méthode de microtitrage.
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2.6.2. Technique

L'ensemble du matériel (tubes a hémolyse et supports microfiltrations) doit étre

identifié et les dilutions sont notées devant chaque puits des supports.

Diluer le plasma et I'étalon selon des dilutions géométriques de raison 2 avec une
solution hypotonique compatible avec le support microfiltration choisi. Puis 50uL d’hématies
prétes a I"’emploi sont distribuées dans chaque puits et 25uL de plasma/étalon dilué est
distribué dans les puits correspondants. Ensuite les supports sont incubés 15min a 37°C dans
unincubateur adapté. Enfinils sont centrifugés 5 min a 2500 g dans une centrifugeuse adaptée

pour pouvoir révéler la présence d’hémagglutination.

L’étalon est utilisé pour valider la série par la conformité de la concentration retrouvée
et la qualité de la décroissance observable entre les différents puits de la carte. Une fois la
série validée techniquement, le résultat de chaque échantillon est reporté sur une feuille de
paillasse dédiée. Le résultat est ensuite interprété selon la concentration théorique attendue

en fonction de la date et la dose de Rhophylac® injectée.

2.6.3. Interprétation

La concentration mesurée est comparée a la concentration théorique attendue calculée a
partir de la date et de la dose d'immunoglobulines anti-RH1 injectée (voir Tableau VI ci-
dessous). Le microtitrage permet ainsi d’estimer si I’anticorps anti-RH1(D) identifié en RAE

provient de I'lg anti-RH1 injectée précédemment ou d’une allo-immunisation.
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La valeur numérique rendue est aussi utile dans le cadre de la prévention ciblée pour

estimer si une patiente est toujours protégée par une concentration suffisante en Ig anti-RH1

ou si une nouvelle injection de RHOPHYLAC® est nécessaire.

Tableau VI : Concentrations sériques théoriques attendues en anti-RH1 passifs apreés

administration d'lg anti-RH1 (33)

Voie Délai aprés injection Concentration aprés injection de
100pg 200 pg 300pg
Intraveineuse 1 heure 30 ng/ml 60ng/ml 90 ng/ml
24 heures 20ng/ml 40ng/ml 60ng/ml
48 heures 15 ng/ml 30ng/ml 45ng/ml
Intraveineuse ou 1 semaine 12 ng/ml 24 ng/ml 36ng/ml
intramusculaire 2 semaines 9,5 ng/ml 19 ng/ml 28,5 ng/ml
3 semaines 7,5ng/ml 15 ng/ml 22,5 ng/ml
4 semaines 6ng/ml 12ng/ml 18 ng/ml
5 semaines 4,7 ng/ml 94 ng/ml 14,1 ng/ml
& semaines 3,8 ng/ml 7,6ng/ml 11,4 ng/ml
7 semaines Ing/ml 6ng/ml 9ng/ml
8 semaines 2,4ng/ml 4,8 ng/ml 7,2ng/ml
9 semaines 1,9 ng/ml 3,8ng/ml 5,7ng/ml
10 semaines 1,5 ng/ml 3ng/ml 4,5ng/ml
11 semaines 1,2ng/ml 2,4ng/ml 3,6ng/ml
12 semaines 0,9 ng/ml 1,8 ng/ml 2,7ng/ml
13 semaines 0,75 ng/ml 1,5ng/ml 2,25 ng/ml
14 semaines 0,6 ng/ml 1,2ng/ml 1,8 ngfml
15 semaines 0,45 ng/ml 0,9ng/ml 1,35 ng/ml

Exemple : calcul de la concentration maximale attendue chez une patiente ayant recu 300 pg d'IgRh 8 semaines avant, puis 200 pg d'IgRh 2 semaines avant le prélévement

sanguin: 7,2 + 19 = 26,2 ng/ml.

2.7. Analyse statistique

Des calculs statistiques ont été réalisés sur le logiciel Microsoft Excel. Le coefficient de

corrélation de Spearman a été calculé pour comparer les concentrations mesurées en

microtitrage et les concentrations théoriques en cas d’anticorps passif (Figure 20).
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3. Résultats

3.1. Choix du support microfiltration

Les trois supports microfiltration (Biorad® - OCD® - Grifols®) ont été testés sur 5
aliquotes congelées de I’étalon international dilué, pour des dilutions géométriques de raison
2 allant jusqu’a 2048. Les résultats sont reportés dans le Tableau VIl ci-dessous ; les images

des supports microfiltration sont disponibles en Annexe Il.

Les modéles OCD® et Grifols® montrent un résultat similaire : malgré une décroissance
d’intensité au fil des puits, I'hémagglutination ne se négative pas. Les dernieres dilutions
positives (DDP) ne sont pas stables entre les 5 échantillons, ce qui est indispensable au rendu
du résultat. Pour le support IgG Biorad®, la DDP est 32 pour les 5 aliquotes et I'intensité

d’hémagglutination décroit au fil des puits jusqu’a se négativer.

Tableau VII : Intensités d'hémagglutination dans les puits de 3 supports microfiltrations testés
(Biorad®, OCD®, Grifols®). Pour Grifols® et OCD® les réactions d’hémagglutination ne se
négativent pas et la DDP n’est pas fixe. Pour le support Biorad®, la DDP est claire a la dilution
32 et I'intensité d’hémagglutination décroit au fil des puits jusqu’a se négativer.

Dilution
Support Biorad®
1(2|4]| 8 16 32 64 128 | 256 | 512 | 1024 | 2048

Etalon 1 2 1 0.5 0 0 0 0 0
Etalon 2 2 1 0.5 0 0 0 0 0
Etalon 3 2 1 0 0 0 0 0 0
Etalon 4 2 1 0.5 0 0 0 0 0
Etalon 5 2 1 0.5 0 0 0 0 0

Images de I’étalon 1 (Biorad®) :
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Dilution
Support OCD®
1 128 | 256 | 512 | 1024 | 2048

Etalon 1 1 1 1 1 0.5
Etalon 2 1 0.5 0.5 0.5 0.5
Etalon 3 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Etalon 4 0.5 0.5
Etalon 5 0.5 0.5

Image de I'étalon 1 (OCD®) :

Dilution

Support Grifols®

11248 16 32 64 128 | 256 | 512 | 1024 | 2048
Etalon 1 2 2 1 1 1 0.5 0.5 1
Etalon 2 2 2 1 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Etalon 3 2 1 1 1 0.5 0.5 1
Etalon 4 2 1 0.5 1 0.5 0 0.5
Etalon 5 2 1 0.5 1 0.5 0.5 0.5

Image de I'étalon 1 (Grifols®) .|

D’apres ces résultats, les supports filtrations OCD® et DG Gel Coombs AHG Grifols® ne
semblent pas convenir pour une technique de microtitrage d’anticorps anti-RH1(D). Le
support IgG Biorad® est plus fiable dans son rendu de la DDP. La suite de la mise en place de

la méthode a donc été réalisée avec les supports filtration IgG Biorad®.
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3.2. Validation de la méthode sur carte gel IgG Biorad®

3.2.1. Répétabilite

Ici, un test de répétabilité permet d’évaluer I'étroitesse de I'accord entre les résultats
d’une mesure sur support IgG Biorad®. L'étalon international dilué a été analysé 5 fois par le
méme technicien, le méme jour, au méme endroit et le résultat et le rendu visuel de chaque

puits ont été comparés. Les résultats sont synthétisés dans le Tableau VIl ci-dessous.

Tableau VIl : Résultats du test de répétabilité sur un étalon anti-RH1(D) dilué a 24 ng/mL : la
derniere dilution positive est 32, l'intensité d’hémagglutination décroit au fil des dilutions et
les puits a garder pour rester sur 1 carte a 6 puits sont les puits 2 a 64 (intensités 4+ a 0,5+/0)

Etalon 1 2 1 0 0 0 0 0

Etalon 2 2 1 0.5 0 0 0 0 0

Etalon 3 2 1 0 0 0 0 0 0

Etalon 4 2 1 0.5 0 0 0 0 0

Etalon 5 2 1 0.5 0 0 0 0 0
X

Les résultats du test de répétabilité sont conformes aux criteres définis dans le

protocole de validation de méthode :

- les puits d’'une méme dilution ont au maximum une dilution d’écart
- lerendu visuel est satisfaisant et tous les niveaux d’intensité sont représentés

- la derniére dilution positive (1+) correspond a la méme dilution sur les cinq cartes

Ce test de répétabilité permet également d’optimiser le support microfiltration de
I’étalon. La carte comporte 6 puits: en ne distribuant pas I’échantillon non dilué, nous
pouvons réaliser un étalon microtitrage sur une seule carte tout en conservant le visuel d’'une
intensité 4+ (dilution 2) a 0,5+/0 (dilution 64).
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3.2.2. Test de reproductibilité

Nous avons testé 10 aliquotes de I'étalon international dilué a 24 ng/mL. Chaque
aliquote a ensuite été testé en microtitrage a des jours différents et en alternant entre deux
professionnels habilités au titrage d’anticorps anti-érythrocytaires. Les résultats sont

disponibles ci-dessous dans le Tableau IX.

Tableau IX : Résultats du test de reproductibilité sur étalon anti-RH1(D) dilué a 24 ng/mL : la
derniere dilution positive est 32. Les variations de jour ou d’opérateur n’affecte pas le résultat
du microtitrage. Le cadre de lecture de la dilution 2 a 64 utilisé 5 fois montre des intensités
d’hémagglutination de 4+ a 0.  (NR = Non Réalisé)

Dilution

(Initiales) | Jour dutest 1] 2] 4] 8] 16]32]64]128]256] 512 | 1024 | 2048
EB 08/01/2021 3 2 1 | NR| NR | NR NR NR NR
AM 12/01/2021 3 2 1 (05| 0 0 0 0 0
AM 19/01/2021 3 3 2 1 | NR| NR| NR| NR NR NR
AM 25/01/2021 | NR 3 2 1 O | NR| NR| NR NR NR
EB 26/01/2021 | NR 3 2 1 NR | NR NR NR NR
AM 26/01/2021 | NR 3 3 2 1 | NR| NR|NR NR NR NR
EB 27/01/2021 | NR 3 2 1 0 | NR | NR NR NR NR
AM 28/01/2021 3 3 2 1 (05| 0 0 0 0 0
EB 03/02/2021 | NR 3 3 2 NR | NR NR NR NR
AM 15/02/2021 | NR 3 2 1 0 | NR | NR NR NR NR

D_erniére Dilution Positive X

(jaune = cadre de lecture)

Les résultats de reproductibilité selon le jour du test sont en accord avec les critéres

d’acceptation du protocole de validation de méthode :

- les puits d’'une méme dilution ont au maximum une dilution d’écart
- lerendu visuel est satisfaisant et environ tous les niveaux d’intensité sont représentés
- la DDP correspond a la méme dilution: la dilution 32, interprétable sur les 7

échantillons ou un résultat au puits 64 (intensité 0,5 ou 0) est renseigné
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Il Ny a pas de variabilité inter-opérateur car les résultats des échantillons testés sont
reproductibles. Un nombre supplémentaire d’opérateurs est prévu ultérieurement lors de

I’habilitation de nouvelles personnes.

3.2.3. Spécificité et interférences

27 échantillons dont la RAE n’identifie pas d’anticorps anti-RH1(D) ont été testés en

microtitrage. Les résultats sont reportés dans le Tableau X ci-dessous.

25 échantillons donnent des concentrations négatives en microtitrage. Ainsi, on peut
estimer que les caractéristiques suivantes ne sont pas des interférences pour la technique de

microtitrage :

Congélation du plasma

- Témoin auto positif en RAE

- Présence de fibrine

- Hémolyse, lactescence ou ictere

- Antécédent de traitement par Daratumumab arrété depuis 1 an

- Présence d’un anticorps anti-RH3(E) identifié en RAE

Au contraire, un plasma dans lequel a été identifié un anticorps anti-RH4(c) de forte
intensité en RAE a donné un résultat positif > 384 ng/mL en microtitrage (voir Figure 19 ci-
dessous). Egalement, le plasma d’un patient actuellement sous traitement par
Daratumumab® a été testé et une interférence homogéne, sans décroissance d’intensité, est
visible dans tous les puits des cartes-gels. Cependant, le traitement par Daratumumab® chez

une femme enceinte est tres rare donciil n’y a pas eu d’exploration complémentaire.
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Tableau X : Résultat des tests de spécificité et interférences du microtitrage. La présence d'un
témoin auto positif en RAE, la fibrine, I'némolyse, la lactescence, la congélation, un ATCD de
traitement par Daratumumab arrété depuis plus d'un an et la présence d’un anticorps anti-
RH3(E) n’interférent pas avec le microtitrage. La présence d’un anticorps anti-RH4(c) et le
traitement par Daratumumab interférent avec le microtitrage. (NR = Non-Rendu)

' ’Numél"o ' Date Congélation Résultat | Témoin auto Interfér.ence m::f;lt‘ilttr?atge
d'échantillon | d'analyse RAE en RAE potentielle R
1821030471 | 25/01/2021 Oui Négative 0
1821030478 | 25/01/2021 Oui Négative 0
1820511029 | 25/01/2021 Oui Négative Fibrine 0
1820510561 | 25/01/2021 Oui Négative 3+ 0
1821040003 | 25/01/2021 Non Négative 0
1821040030 | 25/01/2021 Non Négative 0
1821040038 | 25/01/2021 Non Négative 0
1821040012 | 25/01/2021 Non Négative 0
1820510828 | 28/01/2021 Oui Négative 1+ 0
1821030443 | 28/01/2021 Oui anti-E 1+ 0
1821040453 | 28/01/2021|  Non Négative VZA;/:Sa;,rﬁEéal 0
1821040567 | 28/01/2021 Non Négative Hémolyse 0
1821040524 | 28/01/2021 Non Négative 0
1821040544 | 28/01/2021 Non Anti-E 0
1821041125 | 01/02/2021 Non Négative Hémolyse 0
1821041126 | 01/02/2021 Non Négative Hémolyse 0
1821041141 | 01/02/2021 Non Négative Hémolyse 0
1821050009 | 01/02/2021 Non Négative Hémolyse 0
1821050013 | 01/02/2021 Non Négative Hémolyse 0
1821040957 | 01/02/2021 Non Négative Lactescence 0
1821041120 | 01/02/2021 Non Négative Hémolyse 0
1821041069 | 01/02/2021 Non Négative Ictere 0
1821041031 | 01/02/2021 Non Négative Lactescence 0
1820510093 | 01/02/2021 Oui Négative 0
1820511007 | 01/02/2021 Oui Anti-E 0
1821030416 | 28/01/2021 Oui Anti-c >384
1821030491 | 28/01/2021 Oui NR Daratumumab NR
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Figure 19 : Photographies de support Biorad® testés avec 50ul d’hématies test et 25ul de
plasma par puit. La dilution du plasma, dans du plasma AB, est renseignée sur le puits. Les
puits du support de gauche contiennent un plasma identifiant un anticorps anti-RH4(c) en RAE
et sont d’intensité 4+. Les puits du support de droit contiennent le plasma d’un patient traité
activement par Daratumumab et sont d’intensité 2+ sans décroissance.

3.2.4. Sensibilité et limite de détection

47 échantillons de patientes ayant recu récemment une injection d’lg anti-RH1(D) ont
été analysés par microtitrage. Cela inclut les 5 échantillons dépistés négatifs en RAE mais pour

lesquelles les patientes avaient recu du Rhophylac® il y a plus de 10 semaines.

Tableau XI : Résultats de sensibilité du microtitrage. Les analyses sont positives malgré une
RAE parfois négative, d'ou I'importance des renseignements sur la date et la dose injectée.

Dose
, , s Date d'l Concentration
, Résultat Résultat Délai entre e g P .
Numéro Date Date de . . e . d'injection | anti- théorique si
0a . 7 s RAE microtitrage | injection et ) X X
d'échantillon | d'analyse | prélevement| ,. L s d’lg anti- | RH1(D) anticorps
(intensité) | (en ng/mL) | prélévement .
RH1(D) regue passif
(en pg)
1820501037 | 15/01/2021| 12/12/2020 2+ 3 57 16/10/2020 300 5.43
1820500784 | 19/01/2021| 10/12/2020 3+ 24 2 08/12/2020 200 28.25
1820500901 | 19/01/2021| 10/12/2020 3+ 12 37 03/11/2020 300 14.83
1820510001 | 19/01/2021| 13/12/2020 1+ 1.5 96 08/09/2020 200 1.68
1820501040 | 19/01/2021| 11/12/2020 0.5+/1+ 1.5 87 15/09/2020 200 2.21
1820500747 |25/01/2021| 10/12/2020 3+ 24 2 08/12/2020 200 28.25
1820500899 | 25/01/2021| 10/12/2020 3+ 24 3 07/12/2020 200 27.42
1820510173 | 25/01/2021| 14/12/2020 2+ 3 44 31/10/2020 200 8.01
1820510917 | 25/01/2021| 18/12/2020 2+ 6 29 19/11/2020 200 12.57
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1820520005 | 25/01/2021 | 21/12/2020 2+ 3 46 05/11/2020 | 300 7.55
1820510118 |25/01/2021| 14/12/2020 | 0.5+/1+ 15 83 22/09/2020 | 300 2.49
1820520300 | 25/01/2021 | 21/12/2020 1+ 15 59 23/10/2020 | 200 5.11
1821020189 | 25/01/2021 | 11/01/2021 0.5+ 15 54 18/11/2020 | 200 5.94
1821030410 |25/01/2021 | 19/01/2021 0.5+ 0.75 67 13/11/2020 | 200 4.02
1821030980 | 26/01/2021 | 22/01/2021 2+ 6 33 20/12/2020 [ 200 11.15
1821030816 |26/01/2021 | 22/01/2021 | 0.5+/1+ 15 80 03/11/2020 [ 200 2.72
1821030946 | 26/01/2021 | 23/01/2021 2+ 3 39 15/12/2020 | 200 9.31
1821031021 |26/01/2021 | 23/01/2021 1+ 3 53 01/12/2020 [ 200 6.12
1821040001 | 26/01/2021 | 25/01/2021 2+ 3 60 26/11/2020 [ 200 4.96
1821040081 |26/01/2021 | 24/01/2021 | 0.5+/2+ 15 58 27/11/2020 [ 200 5.27
1821040094 | 26/01/2021 | 22/01/2021 1+ 3 59 24/11/2020 [ 200 5.11
1821031047 |26/01/2021 | 23/01/2021 1+ 3 25 29/12/2020 [ 200 14.17
1821040156 | 26/01/2021 | 25/01/2021 1+ 3 65 21/11/2020 [ 200 4.27
1820500756 | 28/01/2021 | 09/12/2020 3+ 12 20 19/11/2020 | 200 16.46
1820511079 | 28/01/2021 | 20/12/2020 2+ 3 55 26/10/2020 [ 200 5.76
1821021172 | 28/01/2021 | 16/01/2021 3+ 12 18 29/12/2020 [ 200 17.48
1821040493 |28/01/2021 | 26/01/2021 |  1+/2+ 3 59 28/11/2020 [ 200 5.11
1821040353 | 28/01/2021 | 26/01/2021 2+ 6 27 30/12/2020 [ 200 1335
1821040397 | 28/01/2021 | 26/01/2021 0.5+ 15 84 03/11/2020 | 200 201
1821040584 | 28/01/2021 | 27/01/2021 3+ 24 16 11/01/2021| 300 27.85
1821040531 | 28/01/2021 | 27/01/2021 3+ 24 2 25/01/2021| 200 28.25
1820510174 |25/01/2021 | 14/12/2020 | Neégative 15 77 28/09/2020 | 200 2.98
1821040092 | 25/01/2021 | 25/01/2021 | Neégative 15 73 13/11/2020 | 200 3.36
1820511064 | 28/01/2021 | 20/12/2020 | Neégative 3 94 17/09/2020 | 300 2.68
1820500826 | 01/02/2021 | 10/12/2020 | Neégative 3 73 28/09/2020 | 200 3.36
1821030922 |26/01/2021 | 22/01/2021 | Neégative 0.75 93 21/10/2020 | 200 1.84
1820490588 | 15/02/2021 | 02/12/2020 3+ 12 28 04/11/2020 | 200 12.95
1820501027 | 15/02/2021 | 12/12/2020 3+ 12 29 13/11/2020 | 200 12.57
1820501039 | 15/02/2021 | 12/12/2020 3+ 24 12 30/11/2020 | 300 31.40
1820511004 | 15/02/2021 | 19/12/2020 2+ 6 44 05/11/2020 | 300 12.02
1820511005 | 15/02/2021 | 18/12/2020 2+ 6 58 21/10/2020 | 300 7.90
1820510898 | 15/02/2021 | 18/12/2020 2+ 6 45 03/11/2020 | 200 7.78
1820510769 | 15/02/2021 | 17/12/2020 2+ 6 40 07/11/2020 | 200 9.04
1820510511 | 15/02/2021 | 18/12/2020 2+ 6 47 01/11/2020 | 200 7.32
1821061075 | 15/02/2021 | 12/02/2021 2+ 3 67 07/12/2020 | 200 4.02
1821061064 | 15/02/2021 | 12/02/2021 3+ 12 27 16/01/2021 | 200 13.35
1821070055 | 15/02/2021 | 13/02/2021 2+ 6 39 05/01/2021 | 200 9.31

Tous les 47 échantillons ont un test de microtitrage positif.
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La comparaison des résultats en microtitrage par rapport a la concentration attendue
selon la date et la dose de Rhophylac® recue est disponible sur la Figure 20 ci-dessous. Les
concentrations mesurées en microtitrage sont trés proches des concentrations théoriques

attendues selon la pharmacocinétique du Rhophylac®.

Aucun point aberrant n’a été relevé. 1 concentration mesurée en microtitrage (3
ng/mL) a été trouvée supérieure a la concentration théorique attendue (2,68 ng/mL).
Néanmoins, les deux concentrations sont trés proches donc il n’y a pas eu d’investigation

complémentaire.

Certaines concentrations mesurées sont plus faibles que les concentrations
théoriques. Il peut s’agir d’"HFM silencieuses qui n’ont pas pu étre détectées cliniquement,

elles sont la cible de la prévention systématique par Rhophylac® a 28 SA.

35
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e Résultat microtitrage (en ng/mL) === Concentration théorique si anticorps passif (en ng/mL)

Figure 20 : Comparaison des concentrations mesurées en microtitrage avec les concentrations
théoriques d’apres la date d’injection de Rhophylac®et la dose recue : concentrations
visuellement similaires sans grande disparité. Concentration théorique souvent supérieure
visuellement a la concentration mesurée mais les HFM silencieuses ne peuvent étre
renseignées

73



35.00

=
Z .
? 30.00
] § r=0057
Wi
2 25.00
2
=
2~ 2000
b
g . .
5 15.00 . L
2 : i
- L]
S 10.00 - . .
5 s "
2 500 | ’
“ ol

0.00

0 5 10 15 20 5 30

Concentration mesurée en microtitrage (en ng/mlL)

Figure 21 : Coefficient de corrélation entre la concentration mesurée en microtitrage et la
concentration théorique attendue en anticorps anti-RH1(D) d'aprés les données
pharmacocinétiques des Ig anti-RH1(D). Le coefficient de corrélation "r" est de 0,97.

La technique de microtitrage montre des résultats trés bien corrélés a la concentration
théorique attendue d’aprés la date d’'injection d’lg anti-RH1(D) et la dose recue. En effet, le

coefficient de corrélation de Spearman calculé est de 0,97 (Figure 21).

Les résultats des 8 patients connus avec au moins un allo-anticorps anti-RH1(D)
présentant une RAE positive, d’intensité différente, identifiant au moins un anti-RH1(D) sont
disponibles dans le Tableau XlI. Leurs tests de microtitrage ont tous été positifs donc le

microtitrage est efficace pour détecter des allo-anticorps anti-RH1(D).

74



Tableau Xl : Résultats du microtitrage pour les 8 patients connus avec un allo-anticorps anti-
RH1(D) et présentant une RAE positive identifiant au anticorps anti-RH1(D). Tous les
échantillons sont positifs en microtitrage.

glumero | Date | Datede |conggaion| “RAE | auto | Merférence | Résutat
(intensité) | en RAE

1820501013 19/01/2021 11/12/2020 Oui 2+ 3
1821030817 26/01/2021 22/01/2021 Non 4+ 1+ >192
1821031156 26/01/2021 24/01/2021 Non 1+ 1.5
1821040141 26/01/2021 25/01/2021 Non 4+ 96
1820520449 28/01/2021 22/12/2020 Oui 3+ Anti-RHZ(C) 12
1821030463 28/01/2021 20/01/2021 Oui 4+ Anti-RHZ(C) >385
1820510513 28/01/2021 16/12/2020 Oui 3+ 48
1821040354 28/01/2021 25/01/2021 Non 3+ 48

Pour déterminer la limite de détection selon le protocole de validation de méthode,
nous considérons la dilution la plus faible exploitable, c’est-a-dire une réaction positive dans
le puit de dilution 1 (plasma pur) d’intensité correspondant a la derniére dilution positive de
la carte-étalon. Cette DDP étant généralement au puit de dilution 32 sur la carte-gel de I’étalon
soit une concentration de 0,75 ng/mL. On peut considérer gu’une équivalence avec le puit de

plasma pur de la patiente est la limite de détection, c’est-a-dire : 0,75 ng/mL.

3.2.5. Robustesse

Plusieurs tests de robustesse ont été réalisés pour cette méthode de microtitrage afin

d’évaluer la stabilité dans le temps de plusieurs éléments.

Tout d’abord, la stabilité des hématies-tests apres ouverture du flacon a été évaluée.
Pour cela, un test de microtitrage a été reproduit plusieurs jours consécutifs sur une nouvelle
aliquote d’étalon congelé a chaque fois. Le flacon d’hématies-tests utilisé a été ouvert a JO du
test et puis gardé fermé a 2-8°C entre chaque jour. Les résultats obtenus sont disponibles dans
le Tableau XIlII ci-dessous.
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Tableau XIII : Résultats de stabilité d'un flacon d'hématies-tests a 2-8°C. Les intensités restent
similaires jusqu’a J11 inclus. A J14, les intensités augmentent par puits, méme si la derniére
dilution positive reste 32.

Gel testé DILUTION

[EEN
(e)]
w
N
(o]
>

BIORAD IgG
10
1
2
13
14
17
19
110
11
14
116

NININININININININ

N[(N[RP[R|RP|R|P[R|R[R]|~
o | O
U_IU_IOOOOOOOOO

L’écart d’intensité par puits differe au maximum de 1 au fil des jours. La derniére
dilution positive reste 32, cependant son intensité augmente de 1 a 2 a partir de J14. Cela
pourrait compromettre la concordance aux puits de support microfiltration des patients. Ainsi,

on peut estimer qu’un flacon ouvert d’hématies-test peut étre gardé jusqu’a 11 jours a 2-8°C.

Dans un second temps, la stabilité des échantillons a été étudiée en utilisant une
aliquote d’étalon dilué, un échantillon patient avec RAE négative, deux échantillons avec RAE
positive identifiant un anti-RH1(D) d’intensité différente avec injection récente de
Rhophylac®, et un échantillon avec RAE positive identifiant un anti-RH1(D) chez un patient
connu avec un allo-anticorps anti-RH1(D). Les échantillons ont été testés par microtitrage a
J0, J4, )7 et J11 et ont été gardés a 2-8°C entre les tests. Les résultats sont disponibles dans le

Tableau XIV.
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Tableau XIV : Stabilité d'échantillons a 2-8°C avec des microtitrages réalisés a JO, J4, 17 et J11.
L’écart d’intensité par puits n’excéde pas 1 et la derniére dilution positive reste identique.

Résultats des dilutions

4 (J0 = 26/01/2021 J4 = 01/02/2021 J7 = 04/02/2021 J11 = Derniére
d'éNclrJlZnetriﬁon rcl’aDlgf/eeieent Congélation U202 dilution
p pertinente
1] 2| 4|8 |16]|32|64]128]256(512]1024(2048
olala]|3|3[2|2]os5]0of|o0]o0 0 0 1/32 (2+4)
. Jalal a3 |3|[2|2]os5]of|o0] o0 0 0 1/32 (24)
Et;:"" 7"‘:9 08/01/2021 Oui
ng/m 1714l 4|3 |3|[2|1]os5]l0|0]o0 0 0 1/32 (1+4)
jmulaf a | a|3|3]|2]os5{0]o0o]o 0 0 1/32 (2+4)
Jojloloflo]oflo]o 0
Jmloloflo]oflo]o 0
1821040524 | 571 15001 Non
RAE négative 1710 0 0 0 0 0 0
jmlofofoloflofo 0
Jo|3|2fos]oflo]o 1/2 (2+)
1821040397 1413 2|os5l0ofo0o|o 1/2 (2+)
Anti-D passif 26/01/2021 Non
RAE : 0,5+ 1713 2 |os5]ofo]o 1/2 (2+)
11| 3| 2 fos|ofo|o 1/2 (2+)
olalala|3|2|1]0]lof|o]o 0 0 1/32 (14)
1821040584 Jalal a3 |3|[2|1]o5l0|0]o0 0 0 1/32 (1+4)
Anti-D passif 27/01/2021 Non
RAE : 3+ 17lal a3 |2|2|1]0]lof|o0o]o 0 0 1/32 (1+4)
jmlaflafa|3|2|1]loflo]o]o 0 0 1/32 (1+4)
olala|lalalal3]2]1|0]o0 0 0 | 1/128(1+4)
1821040354 Jalalalalal3|2]2]1|0]o0 0 0 | 1/128(1+4)
: +
Allo aT'CDorps 25/01/2021 Non
anti- 1714l 4| aa|l3|[2]2]1|0]o0 0 0 | 1/128(1+4)
RAE : 3+
jm1laf a | a|a|3]|3]|2|1]o05]0 0 0 | 1/128(1+4)

Les 5 échantillons testés a JO, J4, J7 et J11 montrent des profils d’intensité similaires :

il N’y a pas d’écart d’intensité supérieur a 1 par puits et la derniére dilution positive reste la

méme. L'intensité de la DDP est identique, sauf a J7 pour I’étalon dilué. Il est cependant admis

une stabilité des échantillons 11 jours a 2-8°C.
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4. Discussion

Les objectifs de ce travail comprennent la validation d’'une méthode de microtitrage
ou microdosage des anticorps anti-RH1(D), la comparaison de différents supports
microfiltrations pour une automatisation potentielle a I'EFS site de Grenoble, et des

propositions d’indications pour cette analyse.

Les résultats de répétabilité, reproductibilité, sensibilité, spécificité et robustesse de la
technique de microtitrage sont conformes aux criteres de validation définis. Un programme
d’EEQ ou, a défaut, une comparaison inter-laboratoire (CIL) sont envisageables, en
collaboration avec d’autres LBM réalisant la méthode. La technique est simple, peu
chronophage et compatible avec l'activité de routine. La stabilité des réactifs et des
échantillons sur plus d’une semaine donne de la souplesse dans la réalisation de I'analyse,

permettant d’optimiser I'organisation de I’activité du laboratoire.

Les hématies-tests utilisées sont de phénotype RH:1,-2,-3,4,5 (ROr). Les tests de
spécificité ont montré une absence d’interférences des anticorps anti-RH3(E) sur le
microtitrage. L'antigene RH3(E) étant absent des hématies-tests, les anticorps ciblant des
antigénes absents des hématies-tests (C, E) n’interférent pas avec le résultat. Ceci permettra
donc d’envisager la méthode de microtitrage d’anticorps anti-RH1(D) chez des patientes

également allo-immunisées contre des antigénes RH3(E) et/ou RH2(C).

L'automatisation de la technique n’est actuellement pas compatible avec le parc
automate disponible a I’'EFS AURA, qui comprend un automate ORTHO VISION® Max d’OCD®.

Les supports microfiltrations OCD® sont difficiles a lire et le résultat des tests de répétabilité
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ne permet pas d’envisager un déploiement de la méthode sur un tel support. Il est néanmoins
possible d’envisager une automatisation de la méthode de microtitrage avec des cartes-gels
Biorad® sur automate Biorad® comme cela a été mis en place par Beaud et al en 2019 sur IH
500 Biorad®(69). Dans cette perspective, le parc automate disponible en AURA est un frein a

I’automatisation de la méthode définie comme un des objectifs de ce travail.

La composition du gel Biorad® (contenant une antiglobuline anti-IgG) peut expliquer la
différence de réactivité observée par rapport aux supports Grifols® et OCD® (contenant des
antiglobulines polyvalentes). Ainsi, I'utilisation d’un modeéle de support microfiltration OCD®
contenant une antiglobuline anti-IgG et compatible avec I'automate ORTHO VISION® Max
pourrait étre une autre piste vers I'automatisation en AURA, si un tel modéle de support est

disponible en France.

Concernant les indications du microtitrage des anticorps anti-RH1(D), cette analyse est
pratiquée couramment dans certaines régions francaises car plébiscitée par certains
établissements de soins. Elle est également citée dans les recommandations du CNGOF.
Néanmoins la demande est variable d’une région a 'autre. Elle fait partie, en France, des

analyses d’IHE réalisables par I'EFS, mais n’est pas encore développée dans la région AURA.

Comme cité précédemment, 3 types de prévention de I'immunisation maternelle sont
proposés en France chez la femme RH:-1 enceinte d’un foetus RH:1 selon le contexte et le
stade de la grossesse : la prophylaxie ciblée, la prévention systématique a 28 SA et I'injection
en post-partum. Le document cadre de portée nationale de I'EFS recommande I"utilisation du

microtitrage :
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Devant une absence de diminution d’intensité de I’agglutination entre 2 RAE en 15

jours ou plus.

Devant I'absence d’information concernant I'injection potentielle d’Ig anti-RH1(D)

Devant une intensité réactionnelle incohérente avec la date d’injection d’lg anti-RH1

annoncée

En cas d’absence de RAE négative dans les 7 jours précédents l'injection d’lg anti-RH1

La littérature fait bien état de son role dans la différenciation d’anticorps passifs aprés
injection d’lg anti-RH1 et d’allo-immunisation anti-RH1. Ll’article de Dupont et al (57) met bien
en évidence I'efficacité de la technique dans cette indication, et ouvre la possibilité d’utiliser

cette analyse avant de réinjecter du Rhophylac® des-lors qu’un seuil acceptable a été trouvé.

Comme présenté précédemment, 6 ng/mL est un seuil acceptable qui permet de
garder une marge de sécurité vis-a-vis d’"HFM ultérieures, d’apres la littérature concernant la
pharmacocinétique du médicament, le volume des HFM, et la physiologie de la femme
enceinte. Par ailleurs, cette indication avec un seuil de 6 ng/mL est déja utilisée pour le

microtitrage dans d’autres régions et donne de bons résultats.

La publication de Dupont et al (57) invite a considérer que les Ig anti-RH1(D)
s’équilibrent entre les compartiments vasculaires et extravasculaires. Ainsi, une quantité de
Rhophylac® serait sGrement présente en extravasculaire, non dosable par prélévement
sanguin mais disponible en cas de consommation du Rhophylac® plasmatique, donnant un
potentiel de neutralisation d’hématies foetales plus important que dosé dans le sang. Ces
éléments permettent d’expliquer la difficulté d’interprétation du microtitrage dans les 48h

suivant I'injection de Rhophylac® (57).
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Ce travail ouvre également une perspective intéressante sur ['utilisation du
microtitrage pour ne proposer une nouvelle injection de Rhophylac® qu’aux patientes dont Ia
protection n’est plus assurée par la dose précédente. Cette indication, bien que peu
documentée dans la littérature, s’inscrit dans une logique de limitation de |’exposition des
patientes a des Ig anti-RH1. En effet, bien que considéré comme un médicament trés bien
toléré, le Rhophylac® reste un médicament dérivé du sang (MDS). Il comporte donc des risques
de transmission d’agents pathogenes. Un risque éthique est également a relever : le
Rhophylac® est produit en injectant des hématies RH1 a des donneurs RH:-1 rémunérés. En
France, cette pratique reposait initialement sur du bénévolat, puis elle a été interdite dans les
années 1980 pour causes éthiques et sécuritaires. L'utilisation, dans un pays, d’un
médicament dont la production est interdite sur les concitoyens peut interroger. Egalement,
les donneurs étant transfusés avec des hématies RH1, les prélever ensuite est une pratique
interdite au nom de la sécurité sanitaire. On peut aussi noter que la production est
massivement issue de donneurs d’Amérique du Nord. Ainsi, I'importation est trés couteuse

par rapport a une production locale (48).

Dans une approche sécuritaire de limitation d’exposition des sujets aux produits
dérivés du sang, le génotypage foetal a déja permis de diminuer la prescription de Rhophylac®
de 40% en limitant les indications aux femmes RH:-1 porteuses de foetus génotypés RH:1. La
prescription d’un test de microtitrage avant chaque réinjection de Rhophylac® peut ainsi
compléter les analyses IHE utilisables dans cet objectif : il permet d’éviter une sur-prescription
de ce médicament, tout en assurant la protection des patientes contre une allo-immunisation
anti-RH1(D). Le colt d’un test de microtitrage, en moyenne 27€, est également favorable par

rapport au colt d’une dose de Rhophylac (85€ pour 200ug).
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Une alternative a l'utilisation de ce MDS serait I'utilisation d’anticorps monoclonaux,
cependant aucun n’est pour l'instant commercialisé. Le critére principal d’efficacité est la
clairance des hématies foetales, et le Roledumab®, en Phase 3 depuis plusieurs années
maintenant, est le médicament le plus prometteur a I’heure actuelle. Cette alternative

permettrait de résoudre les problemes éthiques soulevés vis-a-vis du Rhophylac®.

Pour continuer sur les indications de la méthode de microtitrage, les conclusions d’un
groupe de travail de 2019 indiquent gu’il est nécessaire d’harmoniser les indications du
microtitrage et du dosage pondéral. En effet, ce groupe de travail, a l'initiative du CNRHP et
présenté au congres SFTS le 19 septembre 2019, a pour objectifs de faire un état des lieux du
suivi IH des grossesses en France, et de réviser les recommandations francaises. Les
conclusions intermédiaires font état d’un tres bon respect de la chaine impliquant une RAE
positive, I'identification de I’anticorps jusqu’au titrage si I’anticorps est d’intérét obstétrical.
Cependant, il conclut aussi sur un manque d’harmonisation des pratiques concernant les
techniques de quantification autres que le titrage : microtitrage et dosage pondéral. Ainsi, on
peut s’attendre a une actualisation des recommandations aux vues de nouvelles données et

technologies disponibles.
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Dans d’autres pays, les recommandations n’impliquent pas nécessairement les mémes

analyses dans des situations d’allo-immunisation feeto-maternelles (70).

Aux Etats-Unis par exemple, I'ACOG (American College of Obstetricians and
Gynecologists) ne recommande que le titrage de I'anticorps identifié apres une RAE positive.
Le titre critique varie de 8 a 32 selon le laboratoire. Dépasser ce titre déclenche un suivi par la
mesure réguliere du PSV-ACM. Le titre initial retrouvé conditionne également la fréquence de

suivi par titrage (71).

Au Royaume-Uni, un anticorps anti-RH1(D) identifié sur RAE durant une grossesse est
directement quantifié par dosage pondéral, sans titrage, d’aprés les recommandations du
RCOG (Royal College of Obstetricians and Gynecologists) de 2014 (41). Le risque évalué par la
guantification est ensuite confronté au phénotype du conjoint pour déterminer ensuite un

potentiel suivi par la mesure réguliere du PSV-ACM.

L'avenement dans les années 2000 du suivi échographique feetal et du génotypage
foetal par des techniques non invasives (PSV-ACM et génotypage foetal sur sang maternel) ont
changé l'intérét porté aux tests de prédiction des MHFN. Ainsi, les disparités de techniques
d’analyses s’observent entre les pays, souvent par abandon de techniques lourdes comme le
dosage pondéral. Néanmoins, des techniques simples comme le microtitrage peuvent
permettre d’alléger la prescription d’lg anti-RH1 sans nécessiter d'importants investissements

financiers, d’espace ou de temps.
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5. Conclusion

Le microtitrage ou microdosage d’anticorps anti-RH1(D) est une technique de
guantification des anticorps anti-RH1(D) dont l'intérét est grandissant avec I'utilisation
mondiale des immunoglobulines anti-RH1(D), depuis plusieurs décennies, dans le cadre de la

prophylaxie de la MHFN.

Ce travail a permis de valider une méthode de microtitrage spécifique, sensible et robuste,
mais non automatisable compte-tenu du parc automate disponible sur le site de I'EFS de
Grenoble. Néanmoins, le support microfiltration Biorad® retenu dans ce travail permet une

automatisation sur automate Biorad®, comme I'lH 500.

Ce travail a permis de proposer différentes indications de prescription du microtitrage :

- Différencier un allo-anticorps anti-RH1(D) d’un anticorps passif apres injection d’lg anti-
RH1(D) (Rhophylac®) lorsque les intensités réactionnelles ne sont pas cohérentes avec la date
de lI'injection ou lorsqu’une RAE n’a pas été réalisée dans les 7 jours précédant I'injection.

- Evaluer la nécessité de réinjecter du Rhophylac® en cas de situation a risque d’hémorragie
foeto-maternelle, et donc d’immunisation anti-RH1(D). Si la concentration sanguine
maternelle en Ig anti-RH1(D) est supérieure au seuil de 6 ng/mL, une nouvelle injection pourra
étre évitée.

En effet, ce médicament, bien que sécuritaire, doit cependant étre utilisé a minima, de par
son statut de médicament dérivé du sang dont la production impliquant des donneurs
rémunérés peut poser des questions éthiques. Ainsi, un microtitrage systématique pourrait
étre envisagé avant toute nouvelle injection de Rhophylac®. Ceci permettrait de compléter
I'arsenal d’analyses d’'immunohématologie érythrocytaire disponibles pour le suivi des

femmes enceintes en situation d’incompatibilité foeto-maternelle.
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ANNEXE 1 : Circonstances pouvant induire des hémorrhagies
foeto-maternelles au cours de la grossesse

Au premier trimestre (Risque modéré de passage d’hématies feetales)
- Toute fausse couche spontanée ou menace de FCS du premier tri-
mestre

- Toute interruption de grossesse (IVG ou IMG), quels que soient le
terme et la méthode utilisée

- Grossesse mélaire

- Grossesse extra-utérine (GEU)

- Métrorragies

- Choriocentése (biopsie de villosités choriales), amniocentése

- Réduction embryonnaire

- Traumatisme abdominal

- Cerclage cervical

Aux deuxiéme et troisiéme trimestres

Risque important de passage d'hématies feetales :

- Interruption médicale de grossesse

- Fausse couche spontanée tardive

- Mort feetale in utero (MFIU)

- Version par manceuvres externes (VME)

- Traumatisme abdominal ou pelvien (quel que soit le terme de la gros-
sesse)

- Intervention chirurgicale abdominale ou pelvienne (quel que soit le
terme de la grossesse)

- Prélévement ovulaire : amniocentése, cordocentése, placentocentése
- Accouchement, quelle que soit la voie

Risque modéré de passage d’hématies foetales :

- Métrorragies

- Cerclage du col utérin

- Menace d'accouchement prématuré (MAP) nécessitant un traitement
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ANNEXE Il : Image des tests de comparaison des 3 types de
support microfiltration

Etalon 1 (24 ng/mL)
TgG Biorad® Poly Ortho Clinical DG Gel Coombs AHG

Diagnostics® : Grifols®

Etalon 2 (24 ng/mL)
Poly Ortho Clinical DG Gel Coombs AHG
iag Grifols®
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Etalon 3 (24 ng/mL)

IgG Biorad®

Poly Ortho Clinical

S NTRIE I ey

DG Gel Coombs AHG

Etalon 4 (24 ng/mL)

Poly Ortho Clinical
Diagnostics®

DG Gel Coombs AHG

-
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Etalon § (24 ng/mL)

IgG Biorad®

Poly Ortho Clinical
Diag:
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ANNEXE

microtitrage
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Serment
de
Galien

« En présence des Maitres de la Faculté, des Conseillers de
I'Ordre des Pharmaciens et de mes condisciples, je jure :

D'honorer ceux qui m'ont instruit(e) dans les préceptes de mon
art et de leur témoigner ma reconnaissance en restant fidele a leur
enseignement.

D'exercer, dans l'intérét de la santé publique, ma profession avec
conscience et de respecter non seulement la législation en vigueur,
mais aussi les régles de 1'honneur, de la probité et du
désintéressement.

De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le
malade et sa dignité humaine.

Que les hommes m'accordent leur estime si je suis fidéle a mes
promesses.

Que je sois couvert(e) d'opprobre et méprisé(e) de mes confréres
si 'y manque ».
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Résumeé de la these

L'incompatibilité foeto-maternelle érythrocytaire est une situation que présentent
plusieurs dizaines de milliers de femmes enceintes chaque année en France. Historiquement
I'allo-immunisation anti-RH1(D) était la plus fréquente et la plus a risque de maladie
hémolytique foetale et néo-natale. Actuellement en France, un médicament est indiqué pour
les femmes RH:-1 porteuses d’un enfant RH:1: la spécialité Rhophylac®, en prévention
antepartum ciblée et systématique, ainsi qu’en prévention postpartum. Ces préventions
combinées ont prouvé leur efficacité, mais les immunoglobulines anti-RH1(D) injectées ne

sont pas différenciables d’une allo-immunisation par les examens d’IHE traditionnels.

Le test de microtitrage permet de faire cette distinction, via une comparaison a la
pharmacocinétique du médicament. Ce travail a permis de le mettre en place au LBM de I'EFS

AURA, site de Grenoble, mais son automatisation n’est pas encore possible.

Les indications de cette analyse font encore I'objet de discussion nationale, car en plus
de distinguer les anticorps passifs d’allo-anticorps, le microtitrage peut aussi servir de garde-
fou avant de réinjecter du Rhophylac® en se basant sur le seuil de 6 ng/mL. Ce médicament,
bien que jugé sécuritaire, reste un médicament dérivé du sang dont la méthode de production
reste éthiqguement controversée. Ainsi la limitation des injections doit étre le chemin a suivre,

et peut étre aidée par le microtitrage.

MOTS-CLES : MICROTITRAGE, MICRODOSAGE, SUIVI IHE DE LA FEMME ENCEINTE,
RHOPHYLAC, MHFN, MHNN, INCOMPATIBILITE FOETO-MATERNELLE

FILIERE : Biologie médicale

CANDIDAT : Edouard BONNEVILLE
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