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Présence de matériel fœtal dans le 
sang maternel
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2 sources de matériel fœtal dans le sang maternel

Cellules fœtales ADN circulant



Génome entier mais:      

- difficiles à séparer des 
cellules maternelles         

- proportion faible: 1/105-
109

Cellules fœtales

Huang et al, 2017

Présence de matériel fœtal dans le 
sang maternel
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ADN fœtal circulant
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• Découverte de l’ADN fœtal libre circulant en 1997 + développement du NGS => 
Essor du DPNI, en particulier de la trisomie 21.

• Caractéristiques de l’ADNlc:

o ADNf << ADNmat

o Fraction fœtale (FF) 3 – 19%

o Fragmenté (<300pb)

o D’origine trophoblastique (cellules en apoptose du cytotrophoblaste) .

o Détectable à partir de la 6ème semaine d’aménorrhée (SA) jusqu’à la fin de la 
grossesse

o Augmentation régulière de la concentration totale et de la proportion fœtale 
durant la grossesse 

o Disparition rapide quelques heures après l’accouchement (t1/2 = 15 min) 

o Variabilité interindividuelle +++



• Dépistage aneuploidies (Trisomie 21++)
• Dépistage autres anomalies

chromosomiques ?

Cytogénétique

Genoma

• Diagnostic sexe foetal, 
Rhesus

• Maladies monogéniques

Génétique
moléculaire

Deux applications majeures en 
prénatal
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Dépistage prénatal de la Trisomie 21 jusqu’à il y a 
quelques années

Dépistage du 1er trimestre (CN + MS1T)

Dépistage du 2ème trimestre

BT ou LA

Non réalisé

-+

-+

Se 75% 
VPP 1/20

0.2% de FCI 
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≥ 1/250 < 1/250

≥ 1/250 < 1/250



Nouveau schéma de dépistage….

DPNI

Autres indications DPNI:
Cf recommandations 
ACLF et HAS plus loin 
dans la présentation

Dépistage du 1er trimestre (CN + MS1T)

Dépistage du 2ème trimestre

BT ou LA

Non réalisé

-+

-+

0.2% de FCI / an

-+
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≥ 1/1000 < 1/1000

≥ 1/1000 < 1/1000



DPNI T21
Différentes approches possibles

• Approche ciblée vs génome entier

• Approche SNP (Single Nucleotid Polymorphism) vs non SNP
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+ -

Ciblée

Moins coûteuse,
Plus d’échantillons par run,
Ciblée sur les chromosomes/régions 
d’intérêt,
Choix des régions à analyser

Le taux d’échec serait plus 
élevé
Passe à côté d’anomalies 
segmentaires non ciblées

Génome 
entier

Moins d’échecs,
Analyse pangénomique

Plus de difficultés
d’interprétation (détection 
d’autres anomalies que celles 
initialement recherchées)



Principe technique
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Isolation du plasma

Extraction & Préparation ADNlc
Séquençage

Technologie Illumina®



Principe de l’analyse bioinformatique

Démultiplexage

BC1 = Patient1

Toutes séquences
BC3 = Patient3

BC2 = Patient2
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CGATTTAACT

…ACCACGATTTAACTGGAGTAAAGACTTCCAGGTACCGATCTAGCCT…

Millions de “compte” par échantillon

GACTTCCAGG

Compte:

AGGTACCGAT

 Genome humain

Alignement

Alignement

Principes de l’analyse bioinformatique
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Image Illumina



CGATTTAACT

…ACCACGATTTAACTGGAGTAAAGACTTCCAGGTACCGATCTAGCCT…

Millions de “compte” par échantillon

GACTTCCAGG

Compte:

AGGTACCGAT

 Genome humain

Alignement

Elimination des dupliquats

Principes de l’analyse bioinformatique
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Image Illumina



Chr21
Euploïdie

Chr21
Trisomie

mère

foetus

Surreprésentation des séquences du ch21 en cas de trisomie 21 par 
rapport aux situations d’euploïdie

Algorithme de calcul

Principe de l’analyse bioinformatique

Approche de comptage moléculaire (non SNP)

Comparaison du nombre de séquence du chromosome 21 par rapport  :
- Au ratio d’autres chromosomes de référence
- À la séquence de référence d’un panel de grossesses normales.
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=> Score par  chromosome



Plateforme SNP
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Approche SNP



Plateforme APHP
De Dépistage Prénatal Non Invasif 

de la Trisomie 21
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Choix du type de Plateforme

• Illumina® : VeriseqNIPT

Méthode pangénomique, orientée au moment de 
l’analyse sur les K 13,18 et 21 avec un potentiel 
d’extension vers les autres chromosomes.

Méthode automatisée permettant une réponse 
adaptée à la demande de toutes les maternités de 
l’APHP.

Marquage CE-IVD
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Séquençage Analyse Rapport

Nextseq
Serveur

Extraction
Préparation 

des 
librairies

Isolation

Hamilton

48-96 
Échantillons 

par série

8 heures pour une série de 48 ou 96 
échantillons

16 H pour 48 échantillons

Etapes de la plateforme
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Image adaptée d'Illumina



A-Préparation des échantillons sur un 
robot pipeteur (Star /HAMILTON®)
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– Décantation de plasma

– Extraction 

– Librairie

– Quantification 

– Pool 



A-Préparation des échantillons sur un 
robot pipeteur (Star /HAMILTON®)

20

– Décantation de plasma



A-Préparation des échantillons sur un 
robot pipeteur (Star /HAMILTON®)
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– Décantation de plasma

– Extraction 
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P

A

Index 1

P5

P7
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A-Préparation des échantillons sur un 
robot pipeteur (Star /HAMILTON®)

– Décantation de plasma

– Extraction 

– Librairie



A-Préparation des échantillons sur un 
robot pipeteur (Star /HAMILTON®)
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– Décantation de plasma

– Extraction 

– Librairie

– Quantification

Contrôle qualité:
-Slope: 0.95 –1.15



A-Préparation des échantillons sur un 
robot pipeteur (Star /HAMILTON®)
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– Décantation de plasma

– Extraction 

– Librairie

– Quantification 

– Pool

Pool A Pool B



NextSeq Illumina® 

B- Séquençage après amplification par 
création de  clusters



Principe technique DPNI 
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Séquençage sur Flowcell avec une étape 
d’amplification clusters
Qu’est ce une Flow cell ? Qu’est ce un cluster ?



Formations des clusters
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Image Illumina
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Formations des clusters

Image Illumina



1- Ajout 4
nucléotides

2-
Incorporation

3- Lecture
fluorescence

4- Retrait
fluorescence
et activation
nucléotide

Cycle de séquençage
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Algorithme d’analyse

• Détermination de la ploïdie:

Basée sur le comptage moléculaire et le 
calcul d’un score chromosomique 
(comme expliqué précédemment)

• Estimation de la fraction fœtale:

Basée sur la taille des fragments 
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Contrôles qualité analytique
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Quantification

« pass »

« failed »

2ème

quantificationséquençage

Densité cluster

Low
< 152

High
>338

Cluster 
ok

Ajuster 
dilution 
librairie

résultat

« pass» « failed»

Echec manip



Rapport d’analyses
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Contrôles qualité post analytique
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Taille et 
distribution des 

fragments

Nombre de 
fragments

(2-60 millions)

Fraction fœtale 
faible

Variation score 
chromosomes

Refaire

< 
2M

> 
60M

Refaire

Échec 
Un seul 

K
Plusieurs 

K

Refaire Échec 

Refaire



Bilan de la plateforme

• Mai 2017 -> Août 2018

• 9582 tests pour les 13 maternités de l’APHP.
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Bilan de la plateforme

• Mai 2017 -> Août 2018

• 9582 tests pour les 13 maternités de l’APHP.

• Indications:
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Bilan de la plateforme

• Age gestationnel moyen : 18 SA ( 11 - 38)

– Singleton : 18,2 SA Multiple : 16,8 SA

• Délai de réponse moyen (après réception) : 6 jours
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Bilan de la plateforme

• Anomalies détectées:
– 91 T21

• Sensibilité : 98,2%

• Spécificité : 99,7%

– 17 T18

– 14 T13 

• Taux d’échec  1er passage : 2,4%

• Taux d’échec final : 1,3%
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Les recommandations
• Recommandations HAS (Singleton)

– Risque ≥ 1/1000  (MSM T1 ou à défaut MSM T2) : DPNI

– Risque ≥ 1/50 : Caryotype de préférence ou DPNI

• Recommandations complémentaires ACLF - CNGOF

– Grossesses gémellaires

– Patientes n’ayant pas pu bénéficier des MSM

– Profil de MSM atypique

– ATCD de tri 13, 18 ou 21 fœtale

– Parent porteur d’une translocation robertsonienne impliquant un chr 13 ou 21
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Et pour l’avenir…

• A court ou moyen terme:

– Autres trisomies

– CNV de grande taille > 5Mb

39



40

MERCI


