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Ccasus

* Vrouw, 1998, afkomstig uit Democratische Republiek
Congo

* VG: blanco
« Zwanger; geen klachten
- G2P1

« Spontane partus 13-7-2013 in Congo: gezond kind
(jongen), niet in NL

* Nu: meerling
« Januari 2018: twaalfde week screening
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12de week screening

RhD-negatieve en
alle zvangeren Rhc-negatieve 2awangeren
1 1

B R B

"12e’ week | 27e week | 30e week | Post partum

Erytrocyten: Antistofscreening

ABO, RhD en Rhe Askind

Antistofscreening Indien RhD-neg: SKING  —— ogtnatale

Foetale RhD- RnD-pos: anti-D-profylaxe

Infectieziekten: typering in Antenatale

Syfilis maternaal plasma anti-D-profylaxe

Hepatitis B Meerlingen en b

HIV genetische
variatie nog
navelstreng

. bloedtypering
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Bloedvoorziening



Casus: 12de week screening
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Pdl-ﬂ Anti-B  Anti-DVI- CH
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- Bloedgroep: B neg

e c-antigeen: pos

« Screening (IRA): pos
« Virusserologie: neg

* |RA positief: opgestuurd naar Sanquin

e
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Rhesus systeem

10.000 - 33.000

Rhesus genen gelegen op chr. 1

— RHD gen = RhD antigen } |
_ 93,8% homologie

— RHCE gen > RhCc en RhEe antigenen

Totaal: >45 antigenen

— Splice varianten, polymorfisme

Transmembraan eiwitten

Expressie afhankelijk van RHAG gen (chr. 6)
Expressie wisselt per etniciteit

BLOOD Z;IiUL'I’ )
ANTIGEN
FactsBook
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Rhesus D gen versus eiwit

Rhesus D gen Rhesus D eiwit
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(VY Maastricht UMC+ British Journal of Haematology, 2013, 161, 461-470
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Kwantitatieve versus kwalitatieve variatie

10.000 - 33.000

Kwantitatieve variatie Kwalitatieve variatie

Volledig D antigeen Partieel D antigeen

<100 - 33.000

75.000 - 200.000 (-D-) Beschouwd als D neg (donoren: D pos!)

BLOC 'l;( sROUP
ANTIGEN
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Rhesus D negatief

1. Deletie RhD gen (B)
2. Inactiverende mutaties in RhD gen (C)

* Rhesus D pseudogen

« Afro-Amerikanen (66% van RhD negatieve personen)
3. Hybride RHD-CE-D gen (D)

« Afrikaanse achtergrond (19% van RhD negatieve personen)
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Rhesus D negatief

1. Deletie RhD gen (B)
2. Inactiverende mutaties in RhD gen (C)

* Rhesus D pseudogen

« Afro-Amerikanen (66% van RhD negatieve personen)
3. Hybride RHD-CE-D gen (D)

« Afrikaanse achtergrond (19% van RhD negatieve personen)

RHD RHCE
10 10

ST
a s { {J00000000 o woses
R LU R R EE RN N —

(*ff o llﬂ]DD]lll U Mﬁzon 118:1340-1348




Casus: uitslag screening

« ABO bloedgroep: B

* Rhesus D antigeen: neg
* Rhesus fenotype: ccdee
e K: neg

« Vrije erytrocyten antistoffen:  anti-D
« Titer: 1:32

 ADCC testis ook ingezet

T
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ADCC (antibody dependent cell-
mediated cytotoxicity) test

« Vaststellen van activiteit van antistof ‘in vivo’(schatting)
— Correlatie met ernst van de HZP

| .. Casus:
Gl o+ T e < b+ JO)7 o ADCC test: 20%
cyten goacold 4 sonmmoeser 5o +.~ | Advies: over 4 weken
o0 amemsblecedo monocven | harhalen titer en ADCC

. (N + ADCC uitslag:
' ~ « < 10% geen hemolyse te

cisclimzrtis 4 . verwachten
e < s | adherenti « 10-30% zeer milde

* o, hemolyse

' {a) «  30-50% milde — matige
R hemolyse
+ > 50% ernstig-zeer ernstige

(!, Maastricht UMC+ hemolyse = intra-uteriene

transfusie!



4 weken later....

 Uitslag:
— Vrije erytrocyten antistoffen: anti-D
— Titer: 1.64
— ADCC test: 30%

« Qverige antistoffen zijn uitgesloten

 Advies: over 2 weken herhalen titer en ADCC + foetale
genotypering
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Genotypering versus fenotypering

direct ————— Bloedgroep
ik\ —" antigenen
| ﬂ
/ eiwit
\ transcriptie translatie
enzym '\, Bloedgroep
\ mMRNA N - / antigenen
* o3 o
- L
indirect
Genotypering Serologie
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baarmoederslijmvlies
toekomstige embryo ‘
o ’ bloedvat

Foetale genotypering * AN

toekomstige | 'w} i

« Sanquin: foetale Rhesus D, C, c, Eof K
genotypering in maternaal plasma baamosderholte
— DNA van foetus in maternaal bloed e ceimesien fonsereer 7S e B
— Foetaal DNA aanwezig voor aanleg foetoplacentaire circulatie
— Herkomst: trophoblast

* Niet invasief
o Van a.f 1 2 We ke n Cell-free DNA in placenta Cell-free DNA in maternal plasma

4 MalgmaI DNA

SR g
‘ﬂa - Red bicod cell

ff .
/ T Fetal DNA

Conventional or real-time PCH using
RHD primars to genas unique to the fetus

S— and not present in the mother

trofoblast

Monogenic disorders
e

-] st
| 4 ; .
(\J MaaStrICht UMC+ cgizgmi:;‘:gggﬁ:k Bianchi et al, Nature Medicine, 2012,

genes such as RHD 18:1041-1051



Foetale genotypering: de analyse

2.5

O 500 pg of DNA
© 250 pg of DNA

« Sequenties afwezig van maternaal genoom ;= iz
 RhD: primers exon 5 en 7 (duplex PCR)

« Controle op aanwezigheid foetaal DNA
— SRY gen, indien negatief. andere marker
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Foetale genotypering: de interpretatie

PCR exon 5 | PCR exon 7
Positief* Positief* RhD kind aanwezig g
T I No Template

Negatief Negatief RhD kind afwezig

Number of Cycles

*Verwachte Ct waardes voor foetaal DNA: 34 - 39

RHD RHCE

Exan 1

o i 0 15 e

fE i
Table 2. Results for maternal and paternal RHD analysis performed because of atypical fetal RHD exon 5 and/or RHD exon 7 polymerase chain
reaction results

Case RHD PCR plasma Maternal RHD Paternal RHD Conclusion fetal
analysis (genotype) analysis (genotype) RhD status
Exon 5 Ct Exon 7 Ct

1 37 32 RHD¥/d N/A D positive

2 39 29 RHD¥/d N/A D positive

3 35 30 RHD¥/d RHD/DAU D positive

4 38 3N RHD¥/d N/A D positive

5 38 32 RHD¥/d RHD{RHD D positive

6 37 30 RHDW/RHD-CE-D* RHD/DI type 5 D positive

7 38 Und dld Divald D positive

8 Und 36 dfd RHD/DAUS D positive

9 35 39 dfd RHD/DNU D positive

10 Und N RHDY¥'/d RHDW/DAU D negative

1 Und 31 RHD¥/RHD-CE-D* N/A D negative

12 30 30 RHD(343delC)id N/A inconclusive

o 2 . Siabbionas = e I

Ct, gycle threshold value; d, deletion/fcomplete absence of RHD gene; N/A, not available; RHD, normal RHD gene; RHDW, RHD pseudogene; Und,
undetermined (no amplification).

RHDY, RHD-CE-D*, RHD(343delC) and RHD{IVS1+1G>A): RHD variant genes leading to a D-negative phenotype.

DAU, DIlf type 5, DIVa, DAUS and DNU: RHD variant genes leading to a D-positive phenotype

BJOG 2011;118:1340-1348
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2 weken later....

« Uitslag:
— Foetale genotypering: RhD pos
« Tenminste 1 kind is RhD pos
* PCR uitslagen exon 7 passen bij variant bij moeder

— Titer anti-D: 1:128
— ADCC test: 30%

 Advies: over 4 weken herhalen titer en ADCC
* Rhesus genotypering vader (?)

T
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Uitslag rhesus typering vader

« Rhesusfenotypering: RhD positief

 Rhesus (D) genotypering vader (in eerste instantie niet gedaan):
— Als homozygoot: beide kinderen RhD positief
— Als heterozygoot: geen extra informatie

« Uitslag: 2 rhesus D allelen (homozygoot) MAAR
— 1 normale en 1 met variant
— Variant: DAU-3

¢ Sanquin:
— Advies om beide kinderen als hoog risico te behandelen

— VERZOEK: graag navelstrengbloed bij geboorte verzamelen om
dit nader te bekijken
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DAU

* Deel van DAU allel cluster (“Der Afrikanischen Ursprungs”)
— Rhesus D gen: 1136 C - T single nucleotide polymorphism (SNP)
 Exon 8
— Oorzaak van meeste RhD polymorfisme in Afrika
— DAUO-DAU14
» Partiele Rhesus D
« Expressie rhesus D: zwak tot normaal
* Rhesus D fenotypering problematiek of alloimmunisatie

Q=10(

Alle DAU fenotypen: T379M

BLOOD, 1 JULY 2002 VOLUME 100,
NUMBER 1

NH2 (1)



DAU cluster

|Designatir_‘n ”ISBT name "Hapl&t_\'pe ”Pherml‘_\.‘pe "Mechanjsm "Alteratinns "Fi:st mentien”Deﬁniﬁ';e publication|
- FHD*10.13 . . . (L138C=T (T375MD) [|4qq4
DAU-13 FHD*DATIA cDe MMultiple mizzense mutations 15G=C (W180) 2013
* o - M,
DAU-D m}um%c'_ﬁn cDe Ep?sl‘*ﬁe(a"l”““ﬂ-‘ sormallle, le missense mutation  ||1136C=T (T3796) 2002 2002
" T v
DAU-0.1 A lepe Maultiple missenss mutations |- 1oy 0 0 2003 2003
I FHD*10.01 . . N . (L138C=T (T3S0 (400 R
DAU-1 FHD*DAT cDe Parhizl D MMultiple mizzense mutations §89C=T (S2301) 2002 2002
. 1136C=T (T375Md)
DAU-2 A [pe ParalD xpression Multisle missense mutations | 200G=-4 (R70Q)  [|2002 2002
e B 998G=A (8333N)
. FHD*10.03 . . . . L138C=T (T3750I) . .
DAT-3 RHD*DAUS cDe Partizl D MMultiple mizzense mutations §33G=A (VIT9M) 2002 2002
. RHD*10.04 Partial D . N . (M138C=T (T3T90L) [|4qnm b n iy
DAU-4 FHD*DATS cDe weakensd D sxprassion Multiple missense mutations §97G=A (E233K) 2002 2002
RHD*10.05 1136C=>T (T375M0)
DAL-S R_H:D*Dll.ﬁi cDe Parhizl D Multiple miszense mutations ||667T=G (F123V) 20035 2003
N 6970=C (E233Q)
. FHD*10.06 . . . . L1138C=T (T37500) - e
DAU-8 RHD*DAT6 cDe Partial D Multiple missense mutations 993G=4 (8 333 3 < 2003 2005
FHD*10.07 1136C=T (T375M)
DAU.T R_HD*D%.U_' cDe Partial D Sinzle missenze mutation B35G=A (V279N ||200% 2009
e 998G=A (8333N)
1136C=>T (T375M0)
not reported MMultiple mizsense mutations ([201G=A 2014
203G=A (S6EN)
RHD*10.11 L1138C=T (T37500)
DAU-11 R_I']D*D-'-I.Ull cDe weakenad I} expression Multiple mizsense mutations [234C=T (ARSV) 2012 2016
- B35C=A (V279M)
RHD* T v
DALUL-S RJ-D)*;}OACI'_?B not reported||D positrve (no further datz) MMultiple mizzense mutations ;;;?SET(F’II'EBE?D 2012 2012
1122C>T (I3741)
DAU-S1 ﬁz}:}a—;&%l <De weakened D expression Maultisle missense mufations ;éi?rgzrggﬂln 2014 2016
697G=C (E233Q)
RED(G263L T379M) not reported Multiple missense mutations l;ig;.?’ég;?v 2017
LR L s
BHDNIVE4+1 G=T 1136C=T)||RHD*0I1N 65 ||not reported|| D nesative Splics site mutztion 11.36(::-1. (37500
IV54=1G=T
. FHD*10.12 . . . (L138C=T (T3S0 [|4q10
DAU-12 FHD*DATL cDe MMultiple mizzense mutations 542T=C (LISIP) 2012
RED(MIV,T379) FHD*0.L3 s reported Complex chanses HL36CST (TIT3M) 155
RHD*DAUILS 1A=G MIV)
RHD*10.08 1136C=>T (T375M0)
DAU-2 . not reported || D positrve (no further datz) Multiple missense mutations || 240C=T (R114W7 (2012 2012
FHD*DATS ST9G=A
RHD(S2541 T379M) not reported Maultisle missense mutations | L2 5oz L (T3TIM) 3504
61C=T (5254L)
RHD*10.14 1136C=>T (T375M0)
DATU-14 iTT cDe D posttive (no further data) MMultiple mizsense mutations ([201G=A 2014 2014
FED*DAUL4 203CG=A (S68N)
RHD*10.10 L1138C=T (T37500)
DAU-10 v ||not reported || D positive (no further data) Multiple missense mutations [379G=A 2012 2012
FHDDATL 739G=C (V247L)
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DAU-3

a

579
G=A

5 6 7

667 689 697 697 | 835 | 993 |1136
T>G G>T G=>C G=A | G»A

Exon 2

209
G=A

Nucleotide

RHD*DAUO

- Partiele D fenotype el -
« Geassocieerd haplotype: ce o
« Aantal D antigenen op cel: ~10.000

« Anti-D vorming is mogelijk

RHD*DAU4
RHD*DAUS

Fig. 1: Nucleotide changes characteristic for all various
RHD*DAU alleles. Note that all alleles share one common
nucleotide change in exon & (1136C>T) suitable for
identification of RHD*DAU in general by routine PCR-SSP
agenotyping of donors and patients.

Meyer et al., Swisstransfusion Jahreskongress 2014,
Luzern, Switzerland
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Alle DAU fenotypen: T379M
o DAU-3: V279M

BLOOD, 1 JULY 2002 VOLUME 100,
NUMBER 1
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4 weken later: anti-D titer en ADCC

 Uitslag:
— ABO bloedgroep: B
— Rhesus D antigeen: neg
— Foetale genotypering: RhD pos

« Tenminste 1 kind is RhD pos

— Titer anti-D: 1:128
— ADCC test: 30%

 Laatste ADDC 25-5-2018: 30%: titer anti-D 1:64
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Verder beloop casus

« Bilj amenorroeduur van 36 + 3: opname 1.v.m. contracties

— Primaire sectio was reeds gepland bij 37 wkn 1.v.m.
Rhesus D antagonisme

« Ongecompliceerde sectio caesarea

— stuitligging van kind 1 en dwarsligging van kind 2
e 2zonen

T
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UU 7

Ati-B Ami-AB VI‘ Ani-D VI Cd DAT poly

Beloop jongens U

 Geboren op 05.06.2018

« Bloedgroep: Bpos

« (Goede start

« Hyperbilirubinemie o.b.v. Rh-immunisatie wv fototherapie
* Arteriele hypertensie e.c.i. wv propranolol

« Eris geen navelstrengbloed verzameld om Rhesus D nader
te bekijken

R
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Conclusie

* In het geval van alloimmunisatie bij zwangeren:

— foetale bloedgroeptypering biedt een non-invasieve
manier om gemakkelijk en veilig het risico op HZFP In
te schatten

« Andere etniciteiten: andere rhesus D ‘varianten’!

T
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