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~"DEFINITION

Diagnostic prénatal : Article L. 2131- 1 &
®<<«®° I. - Le diagnostic préenatal s’entend des pratiques mefﬂcales y
¢ compris I'échographie obstétricale et foetale, ayanj;@‘pour but de

.o°

%O
&\© détecter in utero chez I'embryon ou le foetus une,&éffectlon d'une
(1/
particuliere gravité. Q@6°
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&  Article R. 2131- 1

\‘:OK

II. - Les ewmens de biologie médicale et d'imagerie a visee
dlagnosthu%mentlonnes au IV de l'article L. 2131-1 comprennent :
1. Legso examens de cytogenethue y compris les examens
Q}g@ moléculaires appliquées a la cytogénéetique ; |
s 2. Les examens de génétique moléculaire ;
'»“? Les examens de biochimie foetale a visée dlagnostlga‘ue
4 Les examens en vue du diagnostic de maladies mfgé)cleuses
©@°°\ 5. L'echographie obstetricale et foetale au sens du 2.%) du III du
N présent article ; 0\°°
6. Les autres techniques d‘imagerie foetale vwee diagnostique.
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C\‘e? HPA-28 HPA-29 HPA-31
T HPA-30 z HPA-32 /

HPAAS HPA-33

HPA-16 A3
i HPA-35
w  HPA-17

N

(HPA-7)2

PA-10

HPA-22
HPA-24

HPA-1
HPA-20
HPA-13 X2’
N
‘ HPA-S RS
2 / . - P A . . HPA-8 ? ’(’\\0
¢ |HPA-25-07) @l 59— HPA-11 ( P
Q’(}(\Q TR S S A e T A a T s S R T R S T AT LS TN ST R TR T S ’
o< HPA-14 CD109
¥ HPA-2 HPA-23 Piba
3 GPlla GPIII GPle
f GPla GPIlb a
© s
N Adaptation from Neonatal alloimmune thrombocytopenia: pathogenesis, diagnosis and management. Peterson JA, McFarland JG, %0&73 BR, Aster RH. Br J Haematol. Apr
Vv 2013; 161(1): 3—14 modified by Platelet Antigen Database - www.versiti.org/medical-professionals/precision-medicine- expertlse/\@telet antigen-database#hpa-database)
KO
&
@
hezles C : S
Chez les Caucasiens: A

HPA-1 est impliqué dans plus de 70% des cas de FNAIT; @?TDA -1,-3,-5and -15 dans plus de 90%.
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! HIC

1) Fetal platelets carrying 4) Bleeding in paefal tissue
#lising disability
or death

HPA-1a antigen enters
maternal circulation 4

Y 4

Mother
HPA-1a

negative
Fetus
" HPA-1a
positive
<
(]
&
&Q(b' 8\\@’
& & -
r}>\°"0 |mmune '\I\é\/\‘:\ o-roeselare.be/NL/Nieuws/28
$) - Q
& @y | reaction! 1 |
e Y Y R g
& Y
o .
\@ 2) The mother develops 3) Fetal HPA-1a positive
(19"1/ HPA-1a antibodies that platelets are destroyed:
traverse the placenta the baby becomes a temporary bleeder
N S
Incidence de FNAIT : A9 0'&19
1 pour 1000-2000 naissances vivantes—> 10 % HIC—>  @eces et handicaps profonds .
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Le diagnp%otic prénatal est un enjeu majeur pour la prise en

charggﬁ&lu foetus et de la mere :

- Lsmlter la sévérité de |la thrombopénie par l'introduction @«6\

P o?bl un traitement maternel anténatal par IglV &
< &

\@
\Q)

00
o2 * Adapter au mieux la surveillance de la grossesse ((ka‘fologlque
> échographique) et discuter la voie d’ accouchergy@nt

&S
<
&“"Q

+ Adapter la prise en charge transfusionnell@du nouveau-né
é@
<
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METHODES DE RECUEIL
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Methode inv aswe (DPN):
za
.\o°
g\& Skin
> :
<& N
P Fascia\ | o 4 0@
. 90 2k %..{ \(’\\,
Q@\ Uterine ; Q)é\
(({b(\ wall ‘ Q}\e
X2 ro\
. Q) Q
%oc’\ Amniotic
© cavity
S
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http://www.pregnancyhealth.net/nuchal-translucency-nt-ultrasound-scan-screening/

— O@Qtemr du matériel foetal (liquide amniotique ou
cellul@?, trophoblastiques ou prélevement de sang foetal)

Q
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& &
% &
C? &
«® —> Risque de saignements et de fausses couches @ 1%)
ON
o Augmentation du titre d'anticorps et severlt@@‘de la
o thrombopénie &
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THE LANCET

Early report

Presence of fetal DNA in maternal plasma and serum

L) ~ -
Hoépitaux
Universitaires
Est Parisien

SAINT-ANTOINE

C;g Y M Dennis Lo, Noemi Corbetta, Paul F Chamberlain, Vik Rai, lan L Sargent, Christopher W G Redman,
> James S Wainscoat
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Lancet 1997; 350: 485-87 X
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Méthode nongnvasive (DPNI)

— Obt&nlr du matériel foetal a partir d'un prélevement de
sang rrcxéo"cernel

& 4
(b'o ~ = X -
< : \‘\‘\3;_.&'» S
< oF &
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(\Q Apoptotic fetal @Q,
Q{b o . trophoblast cells s _;\\

%)
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>
RNA DNA
extraction extraction
x9
<9
https://expertadn.fr/le-test-genetigue-non-invasif-de-la-trisomie-13-18-et-21-
foetale/ >
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https://expertadn.fr/le-test-genetique-non-invasif-de-la-trisomie-13-18-et-21-foetale/

—> Mais diﬁﬁcultés de cette méthode
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1. Faiblegdroportion de DNA feetal circulant (3.4 a 6.2%) (Lo et al, Lancet,
& @
799@@ &
quz? &
. - . ) ~ . N
2%¢®‘<‘T:ract|on foetale (5 a 10%) dépendant de I'age gestatlorgﬁel et body mass
> index <
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3. Variation deQ,Ta proportion de DNA foetal due aux conditions preé-
analyth%gﬁ

\OQ

: pv\@Tevement d'échantillons de sang (tube EDTA vs tube Cgll
Pree DNA, différents fournisseurs) \@é
& (A//dousty et al, J Mol Diagn, 2017 et Parackal et al, cht/ca/

& Laboratory Medicine, 2019)

o &
LU délai dans la prise en charge de I'échantillon @&‘}\o
(Angert et al, Clin Chem, 2003) /\O&Q@Q
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4. Petite taille cicé’s fragments du DNA circulant dans le plasma < 200
pb \~>°
Lo @P o/ Prenatal Diagnosis, 2010)

reg’énce de marqgueurs internes pour quantifier le DNA foe@?a

\,

Qc? (Jiang et al, Bioinformatics, 2012) \\Qe?
&‘b((K (‘\

- margueur genétique (Single Nucleotide Polymorph@n (SNP) par
%&\ exemple) <~>\°°
- margueur épigéenétique (RASSFIA gene promo‘g@ur)
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INDICATIONS

Q)
0

1. Perqs:ﬁeterozygote et mere homozygote pour 1 ou
plu;sleurs systemes antigéniques HPA

S
.\(\\Q}
2 Pere indisponible ou absent &
'@Q@ &e}\g
RN @
%oo\@ é\@Q
w\© oé\e
Q N [ Y 4 ‘\O
v dans le cas ou ATCD de FNAIT +/- associée HIC =
Q)KQ}Q&
S
Lieberman et al, Br J Haematol, 2019 <&
Petermann et al, J Thromb Haemost, 2018 @@‘e? )
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PCR en temps réel
Mais uniguement pour
femmmes HPA-1bb

. . . =34
Noninvasive fetal genotyping ¢ uroceor a0 footl

antigen-1a (faux neg potentiels)

PG Scheffer,®® A Ait Soussan,® OJHM Verhagen,® GCML Page-Christiaens, <pkes,” M de Haas,?
CE van der Schoot?®

DOI: 10.1111/5.1471-0528.2011.03039.x
www.bjog.org

N
2

IMMUNOHEMAT

PCR en temps réel
(HRM) Mais
uniquement dans le
systeme HPA-1 et
absence de marqueur
d’ADN feetal
(faux neg potentiels)

Safe fetal platelet genotyping:

Emilie Le Toriellec, Christophe Chenet, and Céile Kaplan
N
<
XQ
A‘\e
Adv Exo Med Biol. 2016;824.:67-70.
Non-invasive Prenatal Diagnosis of Feto-Maternal Platelet Incomp®

Melting Analysis.

PCR en temps réel
(HRM)
Mais uniquement
dans le systéme
HPA-1 (n=12)

Volume 53, August 201

Ferro M', Macher HC?, Noguerol P*, Jimenez-Arriscado P*, Molingro P*, Guerrero JM', Rubio A",

CR en tempsrée
(COLD-PCR et HRM)
Mais uniquement
dansle systéeme
HPA-1 (n=142)
et absencede
marqueur de DNA
foetal

TRANSFUSION MEDICINE

Noninvasive prenatal diagnosis by cell-free
fetomaternal HPA-1a platelet incomp

Marta Ferro,” Hada C. Macher,” Gema Fornés,? Jesiis Martin-Sdnchez,” Pilar Jim
Patrocinio Molinero," José A. Pérez-Simén,”® Juan M. Guerrero," and Amalia

TRANSFUSION Volume 58, October 2018

Potential of Next-Generation Seb

Noninvasive fetal genotyping of human plat~” NGS
b . Mais femmes HPA-1bb
using targeted massively parallel s " (n=4) et technique
Sandra Wienzek-Lischka, Annika Krautwurst, Vanessa I longue et couteuse.
Stefan Gattenlohner? Andreas Brauninger? Roland Axt-Fi Avantage : 8 SNP

utilisés comme

marqueurs d’ADN feetal
TRAw <2015

Christina Deisting,? Sentot Santoso," Ulrich J. Sachs,"

IMMUNOHEMATOLOGY

NG5
5 systemes HPA-1,-2,-3,-5
et15
(n=13)
Avantage : 4 SNP sur chr.
X comme marqueurs
d’ADN feetal

Ewa Brojer’

Prediction of fetal blood group and platelet
plasma using next-generation s

Agnieszka Orziriska,' Katarzyna Guz," Michal Mikula,” Anna Kluska,” Aneta Balab
Malgorzata Uhrynowska," Izabella Kopec' Marzena Debska,” Katarzyna Luterek,”

TRANSFUSION Volume 59, March 2019 <

R - Review Article
Transfusion Medicine

and Hemotherapy Transfus Med Hemother 2020;47:14-21 Received: August 30, 2019
DOI: 10.1159/000505161 e

4 systémes HPA-1,-3,-5 et -
15 (n=200 unpublished)
Avantage : 14 SNP comme
in Noninvasive Fetal Molecular Blodwegarqueurs d’/ADN feetg
Group Genotyping

Sandra Wienzek-Lischka Sandy Bachmann Vanessa Froehner Gregor Bein

Institute for Clinical Immunology and Transfusion Medicine, Justus-Liebig University, Giessen, Germany
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A new efficient tool for non-invasive diagn

nal platelet antigen incompatibility

Ouzegdouh Mammasse Y, Chenet C, Drubay D, Martageix C, Cartron JP, Vainchenker W, Petermann

Haematol. 2%\2)0 Sep;190(5):787-798. doi: 10.1111/bjh.16593

&
Transf 7 Transfusion and Apheresis Science
nnc j_, Volume 59, Issue 1, February 2020, 102708
FLSEVIER
S
m\© Intro Recent advances in non-invasive fetal HPA-1a
> Bloo:

Plasr typing

. Niria Nogués >t 2 &
Marion

Institute of Transfusion Medicine and Immunology, Heidelberg University, Medical Faculty Mannheim,
German Red Cross Blood Service Baden-Wiurttemberg — Hessen, Mannheim, Germany
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ddPCR
4 systemes HPA-1,-3,-5 et -15
(n=47)

Avantages : plusieurs HPA

simultanément; promoteur du
géne RASSF1A comme
marqueur d'ADN fee

:\\6
_—

ved: August 8, 2019
>ted: October 24, 2019
shed online: December 5, 2019

ddPCR
2 systemes HPA-1 et 5
(n=13)
Avantage : 3 SNP bi-
alléliques comme
arqueurs d’ADN foet
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G ENOTYPAﬁE PLAQUETTAIRE FOETAL

&o\
<

> Terme : Q‘ﬁgartir de 12 SA

/\@&
> g%‘zPreIevements de sang maternel : U 1Y5J S U
<<*Q’ &
RE
\"’\> Tube Cell Free DNA (< 7 jours), volume = 20 mL (Q@Q"’
@ é\
(1/'\
P » Rendu de résultats apres I'analyse du second (p?elevement
(2 déterminations) &
&0&
&
. {Q?eé
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SR & PUBLIQUE DE PARIS

SAINT-ANTOINE R



1. Extraction of cf@ﬁ«'f)NA from maternal plasma (QIAamp Circulating
Nucleic Acid, Qiagen, Germany)
S

2. Platelet genotyping by ddPCR (QX200 Droplet Digital PCR System,

Bio-Rad, Hercules, CA, USA) «©
P @
> é&
< <
{OQ \\Q
o< &
.{é}' Q’b
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Droplet Digital PCR@% 4 étapes

K

1. Préparation dgs éch de PCR

(primers + probesﬁf-’ ddPCR supermix +

éch DNA) &o@

2. Generati"on de 20000
gouttgs‘iettes

3. Amep'llflcatlon PCR

4, Lecture et analyse des

sdonnées
X HPA-5

B
@0 Allele B

os Neg:26878

sssss

Events
i . 8 8§ 8
‘_
L
£

sssss
ssssss

En routine pour chaque
plaque

Controles : duplicates

- 1 contrdle négatif pour chagque
systéme HPA et RASSFIA/ Actin

- 2 contrdles positifs pour chaque
systéme HPA (aa et bb) @6{“’”

é\

Patient : duplicates \\"’Q’

- Systéemes HPA tes&é’s

- Contréle Actin B#A digestion

- RASSFIA B/A estion
1patisenta/ %Lf% Q

étudier : VE«E?wts pour Ies
controlesoand 8 pour le

pa‘uera@

@ ASSISTANCE
&L PUBLIQUE

21

HOPITAUX
DE PARIS




&

&0!
L&
2 E I U D E
[74)
&

N
&O

Octobre 2020 - ;eﬁn 2021 Indications du génotypage
@& plaquettaire foeetal cf ISTH
q)‘b
1 | ] (\—
Patlentes(béon— 47 pere heterozygote/mere homozygote
26 immlé@fsées majoritairement (n=43) ou pere absent (n=4)dans un
& | | contexte d’antécédents dg"FNAIT ou
paréges allo-anticorps anti-HPA-5b d’hémorragie intracrani€nne (HIC) ou
@sfoé 21 soit 44.7%) de découverte d’ung&ﬁlC pendant la
N grossesse 5
6\)
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/\O&Q
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UPTTIT : .
Incompatibilité potentielle entre les 2 conjoints

&
<9°
S
S
q”b
S
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06
&{b .s\\@’
< &b
S N
<@ &
> S
N ¢
< O
1’\‘,6
é)\Q)
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©
N
(19"1/
. g T &
® 1 incompatibilité HPA 20: 43%
= 2 incompatibilités HPA @
" . ege r 0
m 3 incompatibilités HPA <
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S

Statut foetal‘%aiﬁlrés génotypage plaquettaire foetal
&

Compatibilité
L S
o B Incompatibilité dans 1
> - X
& systéme I;\Lgﬂ
.»@Q ES
P S L e,
K B Incorgpatibilité dans 2
A syg*gmes HPA
S S
6\3
©
<& Incompatibilité dans 3
O S
A" systemes HPA
'Q)"O
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CONCLUSION

v Technlqugoﬁe genotypage plaquettaire foetal doit étre sensible et
fiable <«

\(\e
v Pouﬁla ddPCR, guideline de validation exigeant pour définir les
pasf"ametres critiques (LoB, LoD, cut-off des contrbles néegatif et
«ﬁosmf pour chaque allele) et validation statistique selon Ur]\g\@
,&é” protocole strict

&
& v Limites : &

%0
o vquantite de DNA foetal circulant non maltrlsalafe
(1/

v technique tres sensible d'ou maitrise tecrw?lque dans un
laboratoire de référence &O&

7’ . . ‘Gg
v - S
' o reSpeCt des pre-requis analythues@g
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v Respect des pré-requis analytiques

v V@Fume de 20 mL de sang total (nombre de systemes a
geatudler nouvelle extraction en cas de pb technique)

"o

& &~ Tube Cell Free DNA (meilleure conservation du DNA
& foetal circulant par rapport a I'EDTA) <

2 X
& &
@ v Connaitre les genotypages des parents (au momsff’ elui

X\ Q
o de la mere) ,é&

<@
N\
RS

v Nécessite d'avoir tous les documents dumeﬁ remplis
(terme, traitement, éléments cliniques pemnents )
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v Visée pra%pectlve de I'étude menée

v A@s?ellorer les pratiques (cf terme d'envoi des
gef‘hantlllons [12 SA et 33 SA + 3]], impact résultat/ prise
\o "en charge)

«{0 ' S\\@.
2> v Elaboration de recommandations &
> %
& &e\\@@
&% &
©
\@%" vDéveloppement technique en cours (HPA-2 dapﬁ un
Q
B proche avenir) o
Q,Q
&O&Q)&
‘%Q’é@% 2
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Tous les
praticiens
impliqués dans
les FNAIT en
France, dans les
terr|t0|res

(CNRF

Centre National de Référence
en Hémobiologie Périnatale

Centre de Recherche des Cordeliers

Plateforme de PCR digitale @ d’ oﬁre mer et a
R
CEN'I;RE DE RECHEEFRCHE \ Iggtranger pou r
o Q,b&"’ I'envoi
¢°  d'échantillons
FEDERATION pa t I e n t
FRANCAISE
Centres Pluridisciplinaires
de Diagnostic Prénatal
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