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DIAGNOSTIC PRENATAL NON INVASIF: LE SANG
MATERNEL

o Origine cellulaire: les cellules

cyto/syncytiotrophoblastiques
o Apparition (détection) précoce dans la
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I trophoblast cells l
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Placenta

circulation maternelle ® 5-6SA

o Quantité augmente avec le ferme de la

grossesse

o Disparition rapide (< 48 h) apreés

DNA
extraction Cell extraction

isolation

accouchement (1/2 vie 16 min)

o Pas de persistance apres grossesse

EnglJ Med 2012;366:64-73.
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DIAGNOSTIC PRENATAL NON INVASIF

ADN foetal libre plasmatique

¢ 1997 Découverte ADN feetal plasmatique
¢ 2001Diagnostic de sexe feetal

¢ 2002 Génotypage rhésus D
A

v
2011 Test génétique non invasif de la trisomie 21
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ADN FCETAL CIRCULANT

» Les difficultés

Qe Eble RERRRRRREE
. Fraction fetle: 5-10% HHEHHHT

v' Age gestationnel
v' Indice de masse corporel

v Anomalies chromosomiques et/ou placentaires & ADN maternel
v’ Ethnie? E ADN foetal

= Ne peut pas étre isolé
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““" ANALYSE DE L’ADN FCETAL CIRCULANT: LE
« BACKGROUND » ADN MATERNEL

o ==
ADN foetal ; —
ﬁfa:g?:?"

Analyse qualitative Analyse quantitative

(Recherche de marqueurs foetaux absents  (Marqueurs foetaux spécifiques ou non)
du génome maternel )

Détermination du sexe foetal Aneuploidies
Génotypage RHD, Ce et Kell

Achondroplasie, hypochondroplasie et
nanisme thanatophore (de novo)
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FCETALE: ADN FCETAL CIRCULANT

» Les différentes approches

= Quantification de marqueurs foeetaux spécifiques
v’ Marqueurs épigénétiques (ADN feetal hypo ou hyperméthylé)

= Approche quantitative non spécifique
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ANALYSE QUANTITATIVE NON SPECIFIQUE

» Challenge: mise en évidence d’une sur-représentation d’ADN circulant

lorsque le foetus est porteur d’'une aneuploidie

Maternel 21
90% 88
‘ Maternel autres ii
" Foetal 21 i1 350/,
10%

Foetal autres l i

BEE1.45%

Foetus
euploide

Foetus porteur
d’une trisomie
21
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ANALYSE QUANTITATIVE NON SPECIFIQUE

» Concept

= Mesure de fraction chromosomique
= Comparaison statistique par rapport a une valeur attendue

A :
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prenatal detection of fetal aneuploidy from maternal plasma using shotgun sequencing is
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DOSAGE CHROMOSOMIQUE FCETAL

» Quantification par « massively parallel sequencing (MPS) »

Genetic Analyzer
Solexa (lllumina)

SOLID sequencing
(Applied Biosystems)

Moninvasive diagnosis of fetal aneuploidy by shotgun sequencing DMNA from maternal blood

Fan HC, Blumenfeld ¥J. Chitkara U, Hudgins L. Quake SR
Proc Matl Acad Sci U S A 2008 Oct 21;105(42):16266-71. Epub 2008 Oct 6.

18 patientes

(terme médian: 18 semaines)

Tous les cas (9) correctement identifiés

Proc Matl Acad Scill 5 A. 2008 Dec 23,105(51):20458-53. Epub 2008 Dec 10.

Noninvasive prenatal diagnosis of fetal chromosomal aneuploidy by massively
parallel genomic sequencing of DNA in maternal plasma.

14 patientes

(terme médian: 14 semaines)

Tous les cas (9) correctement identifiés
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SEQUENCAGE A HAUT DEBIT:

UNE RUPTURE TECHNOLOGIQUE

Séquencage SANGER Séquencage NGS Séquencage NGS
Petit débit Haut débit

Instrument ABI3130XL Illimuna MiSeq Illimuna 1500
Taille des 500bp 27bp 27bp
fragments
Durée 6h 5h 34h
Nombre de 96 25 millions 1.5 milliards
reads (single reads 36bp) (single reads 27bp)
Capacité 50KB (5010+3) 15GB (15 10+9) 300GB (30010+9) X 300
X 6.000.000

|

AUDI A1 105CH

r

Génome ain 3GB
Exome 30MB

ARIANE 5 21.500CH
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DOSAGE CHROMOSOMIQUE FCETAL PAR MPS
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Phase pré-
analytique
Séguencage
Analyse bio-
informatique
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DOSAGE CHROMOSOMIQUE FCETAL PAR MPS

™

Préparation de

¢ Délai entre prélevement
© sanguin et préparation du
== plasma

Double centrifugation du
plasma
Extraction de I’ADN v’ Stabiliser ’ADN feetal

plasmatique )
Purification compatible avec v' Conserver la fraction feetale

= les réactions enzymatiques 3~
Ultérioure (bimiey v" Enrichiren ADN foetal

‘échanti
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DOSAGE CHROMOSOMIQUE FCETAL PAR MPS

End Repair (Blunt ends)

Add 3' A Tail

A

Ligate Adapters
\ v /
« librairie »

A L Enrich/ Linearize with PCR

~

e Réparation des
extrémités

e Adénylation des
extrémités ) : ..

e Ligation des v’ Préparer les fragments d’ADN a étre
adaptateurs (+index) Séquences

Enrichissement de la

« librairie »

(part 1)

V 4

Sequencgage

2% mercre di 26 Jeudi 27  wvendredi
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DOSAGE CHROMOSOMIQUE FCETAL PAR MPS

™

équencage

Qualification de la o I
« librairie »

Quantification de la
« librairie »

Normalisation de la
« librairie »

Multiplexage
Hybridation sur flow cell
Clusterisation

(part 2)

v’ Traiter un grand nombre d’échantillons
v Transférer sur le support final de séquence

V 4
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DOSAGE CHROMOSOMIQUE FCETAL PAR MPS
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mm Sequengage Sequencing By Synthesis Clusters
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ANALYSE DES DONNEES

Pipeline informatique
SECTEN LR EETES - Environnement HPC sous Rocks Cluster

- Processeurs 96 coeurs

Bclconvert | |Démultiplage | | Alignement ANALYSE
TCCGCCCAGGCCATGAGGGRCCTGGAAATGGCTGAT Calcul de la fraction chr'omosomique
x9 10+6/échantillon =%21 de I'échantillon par rapport au total des chromosomes
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 DOSAGE CHROMOSOMIQUE FCETAL PAR MPS

Calcul du Z-score
=%21sample-mean’%21référence/SD médiane%21référence

iy 21i
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Distribution « normale « des séquences pourla population de référence
99,8%

Un Z-score de 3 signifie que la valeur mesurée est distante de 3 écarts-types de la valeur cible. La probabilité de
trouverune valeur a I'extérieurest de 0,17% pour une distribution normale. Si une valeur est a I’'extérieur, cela ne
peut s’expliquer par les simples fluctuations statistiques.

Z-score >3 signe la sur-représentation chromosomique
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VALIDATION ET EVALUATION DU TEST

» Etude « pré-clinique » SHREK (training): modalités

v' Etude non interventionnelle, multicentrique

Pr Alexandra Benachi Hopital Antoine Béclere Clamart

Pr Marie-Victoire Sénat Hopital Bicétre Le Kremlin-Bicétre
Dr Evelyne Gautier Hopital Américain de Paris Neuilly-sur-Seine
Dr Laurence Lohmann Hopital Américain de Paris Neuilly-sur-Seine
Pr Jean-Marie Jouannic Hopital Armand-Trousseau Paris

v/ Population mixte: caryotype feetal connu + patientes a risque devant
subir un geste invasif

« Clarté nucale élevée
« Signe d’appel échographique autre que nuque
« Marqueurs sériques >1/250
« Antécédent personnel ou pour le couple d’anomalie chromosomique
« Age maternel
v Echantillon sanguin prélevé soit a priori, soit en post-caryotype

- Age médian 37 ans (range 23-50)
— Terme médian 13SA (range 11-31)
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VALIDATION ET EVALUATION DU TEST CERBA

» Etude « pré-cliniqgue » SHREK: résultats de la comparaison test
Cerba vs caryotype foetal (gold standard)
v' Données brutes globales:356 tests réalisés chez 193 patientes
v' Mise en contrble: 18 (soit 5%) > délai technique 5 jours pour 95% des patientes

Résultat du test Résultat caryotype

CERBA 47,XX+21 ou 47,XY+21 N ou Autre

Positif 74 0 74

Négatif 0 282 282 Sensibilité 100,00%
Total 74 282 356 Spécificité 100,00%
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CERBA
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VALIDATION ET EVALUATION DU TEST CERBA

» Etude « pré-cliniqgue » SHREK: résultats de la comparaison test

Cerba vs caryotype feetal (gold standard)
v' Données brutes globales:356 tests réalisés chez 193 patientes
v' Mise en controle: 18 (soit 5%) > délai technique 5 jours pour 95% des patientes

Résultatdu test

Résultat caryotype

CERBA 47,XX+21 ou 47,XY+21 N ou Autre

Positif 74 0 74

Négatif 0 282 282 Sensibilité 100,00%

Total 74 282 356 Spécificité 100,00%

Résultat du test Résultat caryotype

CERBA 47,XX+18 ou 47,XY+18 N ouAutre

Positif 10 0 10

Négatif 0 346 346 Sensibilité 100,00%

Total 10 346 356 Spécificité 100,00%

Résultat du test Résultat caryotype

CERBA 47,XX+13 ou 47,XY+13 N ouAutre

Positif 9 0 9

Négatif o 347 347 Sensibilité 100,00%
9 347 356 Spécificité 100,00%

r 2 Total
-
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VALIDATION ET EVALUATION DU TEST CERBA

» Conclusion : résultats en accord avec toutes les données
internationales*

L’ADN feetal circulant est le meilleur bio-marqueur actuel de la trisomie 21 fcetale et
autres aneuploidies:

v Performance élevée:
* Trisomie 21: sensibilité 99,1-100% et spécificité 99,7-100%
» Trisomie 18: sensibilité 97,2-100% et spécificité 99,7-100%
» Trisomie 13:sensibilité 78,6-91,7% et spécificité 99,1-100%

v Une seule molécule a doser

v Depuis 10SA jusqu’au terme

3 Sequencing-Based Tests to Determine Fetal Down Syndrome (Trisomy 21) from Maternal Plasma DNA.TEC
Assessment Program Volume 27, No. 10 April 2013.
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QUEL IMPACT SUR LA PRISE EN CHARGE DES
PATIENTES?

» A quelles patientes ce test est-il destiné?

v A toutes les femmes enceintes en remplacement des marqueurs
sériques?

v Aux patientes a risque élevé en remplacement de I'amniocentése?

» Dans quelles circonstances?

v' En présence d'une hyperclarté nucale ou d’un signe d’appel
échographique?
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