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Malattia emolitica del feto e del neonato
(HDFN)

* Manifestazione clinica di
alloimmunizzazione materno-
fetale verso Ag eritrocitari del

feto
« Stimolo per la produzione
anticorpale sono le emorragie

Haemolytic Disease of the Newborn (HDN)

feto-materne (FMH)Adopo 26a
e al parto; eventi sensibilizzanti
* Rara alla prima gravidanza

* Prima causa di HDFN: Ab anti-D
(forte immunogeno + elevata
frequenza: 85% Caucasici; 93-

99% Africani-Est Asiatici)
*In ordine decrescente per

gravita, Ab verso altri Ag
eritrocitari e MEFN da anti-A/B




Immuno Profilassi anti-D

« Somministrazione profilassi anti-D
al parto alle madri Rh negative con
figli Rh positivi ha ridotto ma non
eliminato il rischio (13% — 1-2%)

* Profilassi ante-natale nel terzo
trimestre (28a) riduce
ulteriormente il rischio allo 0.2%

e Quantita di profilassi si basa
sullentita di  FMH  (100mg
heutralizzano 4-5ml emazie Rh+)

* Fattori di rischio indipendenti
(parto non spontaneo, post-
termine, eta materna, trasfusioni)
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407 Rh- portano feti RH-

Prima applicazione clinica di genotipizzazione Rh (Bennet, 1993)

Materiale invasivo (amniociti, villi coriali)

Metodi home-made o commerciali (PCR-SSP)

Determinazione genotipo paterno e distinzione tra omozigoti ed
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Determinazione non-invasiva del genotipo RAHD fetale

THE LANCET
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Presence of fetal DNA in matemal plasma and serum

¥ M Dennis Lo, Noemi Corbetta, Paul F Chamberfain, Vik Ral, lan L Sargent, Christopher W G Redman,
James S Wainscoat

« Costituisce il principale avanzamento nella
storia della HDFN dall'introduzione della
immunoprofilassi

* Permette di quidare I'appropriatezza della
somministrazione di RhIg (profilassi mirata)

« Permette di valutare il rischio e monitorare la
gravidanza in eta gestazionale precoce nelle
donne Rh-negative immunizzate all'anti-D
(classificazione precoce della gravidanza)




CffDNA

> Rilasciato nel circolo materno da vescicole apoptotiche della placenta

» Altamente frammentato (80% <150 bp)

» Quantita limitate che aumentano in corso di gravidanza:

3-6% nel primo trimestre = 20% a fine gravidanza

> Rilevabile gia dalla 4”/5” settimana, utilizzabile dalla 10”/11”settimana

» Scompare rapidamente alla nascita (poche ore dal parto)

» Concentrazione influenzata da frasporto, processazione, centrifugazione
e stoccaggio

» Necessita di metodi di estrazione molto efficienti e di sistemi di
rilevazione molto sensibili
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OF MATERNAL PLASMA

PRENATAL DIAGNOSIS OF FETAL RhD STATUS BY MOLECULAR ANALYSIS
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Screening a livello regionale:

Belgio Gran Bretagna
Svezia Spagna
Francia Italia

Screening a livello nazionale:
Danimarca
Olanda
Finlandia




Genetica del Sistema Rh

Geni: RHD (1p36.11), RHCE (1p36.11)
RHD ed RHCE: 10 esoni (75 kb); omologia di sequenza del 93,8%

Prodotti genici: proteine palmitolate di 417aa che attraversano 12 volte
la membrana eritrocitaria;

« Proteina RhD esprime I'antigene D:
* Proteina RhCE esprime gli antigeni C, c, E, e.

Chromosome 1

Locus 1 Locus 2
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Classificazione fenotipica

D positivi (gene RHD funzionale)
D deboli, D parziali, DEL D varianti
D negativi 1-2%

Basi molecolari varianti alleliche

Oltre 280 alleli RHD: (ii)

SNPs (single nucleotide polymorphisms)

Alleli ibridi RHD/RHCE

(iil)

Delezioni
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Basi molecolari fenotipo D negativo

Hybrid Rhesus box

RHD y

Missense mutations =—— r— Nonsense mutation

110 —

37 bp duplication

RHD-CE-D RHCE

L T

r's — D negative - Africa

Nei Caucasici
Gene deleto

67% Africani
RHD*Y

15% Africani
RHD-CE-D°
RHCE-D-CE



D deboli (D Weak)
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Protocollo di Tipizzazione Rh nelle donne in gravidanza

RhDTyping

— Positive <2-3+
Positive »2-3+ or discrepant

l e

Negative

Positi
e Weak D test
Positive Negative [ RhD Negative
Indication of possible
Partial or Weak D
|
v
Mol. Biol. Tests
Weak D type Partial D and other Inconclusive
12,3,40/41 Weak D types

} T~ /

RhD Positive RhD Negative

In assenza di conferme in biologia molecolare, le donne
in gravidanza con tipizzazione dubbia devono essere
considerate Rh negative



Caratteristiche del test per genotipo RHD fetale

Non individua direttamente il fenotipo D- fetale ma lo presume in
base al risultato negativo ottenuto a sequito dell'amplificazione
specifica di parti del gene

® Efficienza di estrazione: automazione e presenza di CQ interno
® Specificita: deve distinguere RHD da RHCE

® Precisione: amplificazione mirata di regioni del gene (5,7,10)

® Sensibilita: capacita di rilevazione in relazione alla SG

RHD gene RHCE gene

Analisi degli esoni 5,7 e 10



Fasi del test di genotipizzazione

RT-PCR ed
Estrazione Interpretazione
DNA dei Risultati

(=)

Raccolta Separazione
Campioni plasma per
in EDTA Centrifugazione
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Accuratezza Diagnostica

Specificita=% dei veri negativi correttamente identificati
(veri negativi/veri negativi+falsi positivi)

Sensibilita=% dei veri positivi correttamente identificati
(veri positivi/veri positivi+falsi negativi)




Specificita

exon 1 RHR @ exon 10 RHCE exon 1

Esone 5 non viene amplificato nella maggior parte delle varianti RHD:
-Nei Caucasici RHD*DVI
-Negli Africani: RHDW¥, RHD*01.NO6, RHD*O3N.0! (rs)

Esone 7 e invece presente in molte varianti e assente negli ibridi

Esone 10 é sempre presente




Exon

RHD Genotype

Cq>35
(fetus)

Positive

DW, DV, DBS,DVI

Negative (always control on a 2nd blood sample)

Negative (DHAR)

Positive (DIV)

dCes,DBT

RHD silentmaternal gene (ser. neg)

Cq <35

(mother)

Positive

DWW, DV, DBS, DVI

Positive (DIV)

+ |+ |+ | *F| F] |+

dCes,DET




Sensibilita

Countr Samples Gestational N° of False
Y tested week replicates negatives
Netherlands
Van der Schoot, 2006 125? 30 3 / 3
United Kingdom
Finning, 2008 1869 8-38 3 3
Germany 1022 6-32 2 99.7 2
Miller, 2008
Denmark 2312 25 3-4 99.9 2
Clausen, 2012
Sweden
i 3652 22-40 3 0
Daniels, 2012
Netherlands 5941 27 3 NR

De Haas, 2012

Controllo Interno DNA fetale (SRY,RASSF1A)
Ripetizione del test (diversa sg)



M.De Haas (BMJ 2016)

Cord blood serology result
(reference standard)
Fetal RHD test result (index test) No positive No negative Total No
Positive 15816 225 16 041
Negative 9 97 39 Q748
Total 15825 9964 25789
Sensibilita=99.94% Specificita=97.74%
l‘ If RhD-neg ]‘
Or Rhe-neg
<week 13 27" week
ABO typing ABO typing
RhD typing Eggﬂnc typing | | 30t week After birth
Rhc typing antibody screen Antenatal :anti-D Ig Postnatal ._anti-D g _
prophylaxis 1000 IU prophylaxis 1000 IU_if
Red cell Fetal RHD if RHD-positive fetus || fetal RHD typing was
antibody typing positive
screen I

Dal Gennaio 2013 in Olanda non viene piu esequita la tipizzazione del
nheonato su campione cordonale



Studio Pilota in Spagha
Screening RHD fetale nel 1° trimestre

—

Fetal RHD genotype
Newborn B ‘
RhD phenotype RHD positive | RHD negative Total
|
RhD Negative 1 67 68
Total 108 67 175

N. Nogues (2016)
Sensibilita: 107/107= 100%

Specificita: 67/68= 98.53%
Presenza di controllo interno fetale (SRY, RASSFIA) o ripetizione del test
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® Attivita Istituzionali nei Laboratori di
Immunoematologia avanzata dei SIT
(Milano, Roma, Bologna: Progetto Regionale)

® Linee Guida SIMTI (2018)

AZIENDA OSPEDALIERO-UNIVERSITARIA
“S.M. DELLA MISERICORDIA"
UDINE
DIPARTIMENTO DI MEDICINA TRASFUSIONALE DI AREA VASTA
Direttore: Dott. V. de Angelis
Laboratorio di (tel.
Resp. Dott.ssa D. Londero
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Test prenatale su am
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Reparto: IRCCS BURLO GAROFOLO- TRIESTE
$.C.0. PATOLOGIA OSPETRICA
Dott. Gianpaolo Maso

TIPIZZAZIONE GENOMICA - KKD TYPE

Tecnica usat;

Prelievo del: 05/04/2016

Genotipo | KEL*1, KEL*2 | Fenotipo Kk

Genotipo | JK*4, JK*B | Fenotipo

FY*B

Jk (atb+)

| Genotipo

Fenotipo ‘ Fy(a-b+)

Udine, 26/04/2016 _1LResponsabile

(Gt D. Londero)
[ 2




GENIC: Convalida Metodica

- Estrazione cffDNA da
plasma materno a partire
dalla 12° (18°) con estrattore
automatico QiaSymphony in
presenza di Controllo neg,
Controllo pos, e Controllo
interno  di  amplificazione
(DNA di mais)

- Rilevazione mediante PCR
Real Time mirata su esoni 5, 7
e 10 gene RHD con Kit Free
DNA Fetal Kit® RhD

Fluorescence Intensity (arbitraryunits)

RHD fetus
(Exons 7 & 10) ~—__ /
/4
.I. -\-\-\-\---\-‘--\-'*-
RHDA control ! RHED- fetus
(Exons 7 & 10) '
/ RHD- control
Mother RHDyp / _~1"| Blank control
(Exons7 & 10) ~— 7 S (Exons 7 & 10)
,I >
~30 ~35 ~38 Cycles Nb
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Exon 5

Cyclus
. B1 Rh165 exon 7
B2 RH166
B B5RH169

B H1 neg control
. H2 pos control
Bl H3HO

B 10 16 ol

D2 RH166
B D5 RH169
B x4 neg control
. H5 pos control
B HsHO

Genotype Conclusion :

B D1 Rh165 exon 10

2
Cynies

RH165: positive
RH166: negative
RH169: positive (mat.Dy)

B 10 18 20 26

. F1 Rh165 exon 5

B F5RH169

B H7 neg control
. H8 pos control
l Ho HO

Cyoka

F2 RH166




Screening prenatale RAHD fetale
Regione Friuli Venezia Giulia

» Guidare |'appropriatezza nella somministrazione della
profilassi anti-D

> Ridurre consumo emoderivati

» Guidare appropriato monitoraggio e trattamento

alloimmunizzate

X »Determinazione genotipo fetale non-invasivo

per altri Sistemi gruppo-ematici

° | »Ricerca HPA-1a nella prevenzione NAITP
(

W

Noninvasive fetal genotyping of human platelet antigen-1a Rieneck K. et al. Next-generation sequencing: Proof of

using targeted massively parallel sequencing concept for antenatal prediction of the fetal Kellblood
group phenotype from cell-free fetal DNA in maternal
Sandra Wienzek-Lischka,! Annika Krautwurst,' Vanessa Frohner Holger Hackstein,! p|asma Transfusion (2013)’ 53: 2892-2898.

Stefan Gattenlohner” Andreas Brauningen” Roland Axt-Fliedner Jan Degenhardr,”
Christina Deisting,” Sentot Santoso,' Ulrich J. Sachs,' and Gregor Bein'

TRANSFUSION 2015:55:1536-1544




Studio collaborativo

“La possibilita di condividere conoscenze ed esperienze tra professionisti
diversi usando nuove tecnologie rappresenta una grande opportunitd per
migliorare la qualita nella prevenzione e nella clinica a beneficio del
paziente”



